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第 1章 諸言 
 
1-1 はじめに 
 
科学技術の発展によって人類にもたらされた快適で便利な生活の副産物の 1つとして、環
境汚染問題が挙げられる。環境汚染物質とは、環境中に存在する有害物質であり、人体や生
態系へ悪影響を及ぼす可能性がある物質である。国はそれぞれの環境汚染物質に対して環境
リスク評価等を行い、それぞれについて管理基準とその測定方法を定めている。しかしなが
ら、全ての環境汚染物質に対してその管理基準と測定方法が定まっているわけではなく、
PM2.5（空気動力学径が 2.5 µmで補習校率が 50％）やシックハウス原因物質のように環境リ
スクがあると分かっている物質でも、その実用可能な測定方法が定まっていないために、規
制対象とはなっていない物質がある。 
環境汚染物質の測定の概念図を Fig.1-1に示す。測定に必要な作業は主に 4つあり、はじ
めに試料の採取、次に必要に応じてではあるが測定可能な状態への処理、次に測定、最後に
濃度換算である。具体的には、環境汚染が疑われた場合、全ては試料を採取することから始
まる。採取した試料が直接測定可能であればそのまま測定すれば良いが、直接測定が不可能
な場合は測定可能な状態に処理する作業が発生する。測定可能な状態になった後、実際に試
料を測定するが、測定結果の生値はたいてい測定器の電気信号であり、その電気信号を測定
対象物質の濃度に換算する作業が発生する。一般的には、あらかじめ濃度が分かっている物
質を測定した結果と比較する、いわゆる検量線の作成という作業が付随する。最終的には、
これらを経て得た環境汚染物質の濃度を管理基準と比較することによって、測定対象物質が
汚染か非汚染かを判定することになる。 
近年問題となっている環境汚染物質の測定は、昔に比べて煩雑な手間や大掛かりな機器を
必要とすることが多い。例えば、大気中に潜む粉塵は、吸引することによってじん肺等の健
康被害を及ぼすことが古くから知られている。一昔前までは健康に悪影響を及ぼす粒子の大
きさは SPM（空気動力学系径が 10 µm以下）とされているが、近年では PM2.5という微小
粒子の方がむしろ肺の奥まで入りやすく、呼吸器系や循環器系への悪影響が懸念されておい
る。PM2.5は粒子が微小というだけでなく、その発生起源によってその組成や由来・動態が
複雑である特徴も様々であることから、測定にも煩雑な手間や大掛かりな機器を用いている
[1, 2]。さらに、最近の研究ではマイクロよりもさらに小さいナノ粒子（1×10-9m）が、比表
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面積が大きいことや量子サイズ効果等の特性から工業的な活用が試みられているが、これら
も環境や人体への影響が懸念されており、これらの測定技術にはより多くの手間や大掛かり
な装置が必要である[3-5]。もう 1つの例としては、大気汚染の原因物質として挙げられてい
る揮発性有機化合物（volatile organic compounds: VOC）がある。VOCは、「大気中に排出さ
れ、又は飛散した時に気体である有機化合物（浮遊粒子状物質及びオキシダントの生成の原
因とならない物質として政令で定める物質を除く。）」と定めて規制されているが[6]、シッ
クハウス問題の観点においては、ホルムアルデヒドやアセトアルデヒド等 14種類の化学物
質がそれぞれ個別に管理濃度指針が発表されている[7]。しかも、これらの化学物質の管理
濃度は最も低いものでダイアジノンが 0.02 ppb（parts per billion）というのもあり[7]、大気
中に存在する多種類のガスと識別しながら超低濃度を定量するためには、煩雑な手間や大掛
かりな装置を使うことは現状避けられない。 
これらの測定に煩雑な手間や大掛かりな装置を使う環境汚染物質を管理することは非常
に困難であるため、簡易測定法が求められている。簡易測定法とは、管理基準を確認する正
確な方法と比べて正確度や精密度は若干劣るものの、大掛かりな装置や多くの手間を必要と
しない簡易な手法で管理基準を確認する方法のことである。例えば、大気中の粉塵は 1時間
空気を捕集し、その空気中に含まれる粉塵量を電子天秤で秤量するという公定法があるが、
捕集される粉塵量はマイクログラム（1×10-6 g）レベルであるため、秤量するだけでも非常
に大変である。これに対して、空気中の粉塵の散乱光が粉塵量と相関がある特性を利用して、
光散乱方式粉塵計という簡易測定法が認められている。公定法よりは正確性や精密性に劣る
ものの、微量物質の重量測定という手間が不要になるだけでなく、大気を長時間捕集する手
間も削減でき、さらに測定結果も機械が自動的に濃度まで換算する仕組みが組み込まれてい
るため、誰でも簡単に測定することが可能である。このように、測定に煩雑な手間や大掛か
りな装置を必要とする環境汚染物質も、簡易に測定する技術があれば、誰でも簡単に測定す
ることが可能となるため、微量かつ複雑化する環境汚染問題の解決に向けて、簡易測定技術
は重要な役割を果たすと考える。そこで私は、測定に大掛かりな装置を必要とし、かつ手間
のかかる環境汚染物質測定について、その簡易化する手法の研究に着目した。 
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Fig.1-1 環境汚染物質の測定概念図 
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1-2 ポリ塩化ビフェニル 
 
測定に高度な技術を必要とする環境汚染物質の一例として、ポリ塩化ビフェニル
（Polychlorinated biphenyls ：以後、PCBと略す）が挙げられる。PCBとはビフェニルの水
素原子が塩素原子に置換された化合物の総称で、置換塩素の数によって 1塩化ビフェニルか
ら 10塩化ビフェニルまでの 10種類の化学式が存在し、塩素位置の違いから理論的には 209
種の異性体が存在する（Fig.1-2）。 
1881年にドイツで初めて合成が成功し、1929年に米国スワン社で「アロクロール（Ar）」
という商品名で製造販売が開始され、日本では 1954年から鐘淵化学工業が「カネクロール
（KC）」という商品名で製造販売した[8]。両商品ともに類似の製品として、ビフェニル骨
格の平均塩素置換数が 3 つの物をそれぞれ KC-300 または Ar1242、平均塩素置換数 4 つの
物をそれぞれ KC-400 または Ar1248、平均塩素置換数 5 つの物をそれぞれ KC-500 または
Ar1254、および平均塩素置換数 6つの物を KC-600または Ar1260と称しており、PCBの性
状等は類似しているが、異性体比は異なることが知られている[9]。 
PCB は電気絶縁性が高く、耐熱、耐薬品性に優れており、変圧器やコンデンサ等の電気
機器類の絶縁油以外にも、加熱や冷却用熱媒体、樹脂等の可塑剤、塗料への添加剤等、非常
に幅広く利用され、その毒性が明らかになるまで大量に製造された[10, 11]。 
1968 年、カネミ油症事件をきっかけにその毒性が明らかとなり[11]、1973 年に日本は世
界で初めてその製造、輸入、ならびに新規使用を禁止した[12]。その後、諸外国も続いて同
様に規制したが、規制前に製造された PCBは 100万 tを超えていた[13]。当時、PCBの有用
な無害化処理施設が無かったため、その規制前に製造された PCB は厳重管理のもとに保管
された。  
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Chemical formula：C12H(10-n)Cln  (1≦n≦10) 
 
Fig. 1-2 Chemical structure of Polychlorinated biphenyls 
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1-3 微量 PCB汚染問題 
 
2001年、PCBを含む残留性有機汚染物質を減少させるための国際的な枠組みとして、ス
トックホルム条約（Stockholm Convention on Persistent Organic Pollutants）が採択された[14]。
その内容としては、加盟国は、PCBを含む残留性有機汚染物質を 2025年までに使用停止に
努めること、2028 年までに廃液、汚染機器を処理するよう努力を払うことが記載されてい
た[14]。日本でも環境汚染拡大への懸念を払拭するために、同年に「ポリ塩化ビフェニル廃
棄物の適正な処理の推進に関する特別措置法」（PCB特別措置法）を制定し、国際協調より
も早い 2016年迄に PCB廃棄物を適正に処分することを義務化させ、処理促進を図った。 
しかし、その翌年の 2002年 7月、PCBを使用していなかった電気機器中の絶縁油から微
量の PCB が検出されたことが報告された[15]。その汚染濃度は、意図的に使われていたも
のが数十％であるのに対し、その大部分は数～数十 ppm（parts per million）と推計された[16]。
また、その汚染経緯等が不明であるため、機器の種類や年代等で完全に判断することはでき
ず、汚染が疑われる機器は莫大となった[16]。当時、その莫大な量の PCB を安全かつ確実
に処理するための手法が確立されていなかったために、汚染が疑われる機器は厳重に管理保
管された。 
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1-4 PCB測定法 
 
平成 4年（1992年）に定められた廃油中に含まれる微量 PCBの分析法は、非常に煩雑で
あった。簡潔に説明すると、試料をヘキサンで希釈した後に、ジメチルスルホオキシド
（Dimethyl sulfoxide：DMSO）によって分配抽出を行い、ヘキサンで逆抽出を行った後に水
酸化カリウム（KOH）で洗浄し、その後濃硫酸処理、シリカゲルカラムクロマトグラフィ
ーによる精製を経て、高分解能ガスクロマトグラフ高分解能質量分析計(high resolution gas 
chromatography/high resolution mass spectrometry：HRGC/HRMS)で分析し、得られたスペクト
ルを 209 種類の異性体毎に検量線と比較して定量化する方法である。この手法は現在でも
209種類の異性体を個別に測定する最も精度が高い分析方法として、標準物質の測定等に活
用されているが、前処理に 2週間、測定に 1週間、解析に 1週間かかるだけでなく、その分
析機器が非常に高価であることから、大量のサンプルを測定するには適さないという問題が
ある。上述のように、微量 PCB 汚染が疑われる機器は莫大であるため、この手法で全数を
分析することは不可能であり、迅速で安価な測定法の開発が望まれた。この問題を受け、平
成 16年（2004年）に環境省は微量 PCBの簡易測定法の公募に着手した[17]。 
国が提示した最初の応募条件は、「開発済みであること（既に実用化されている技術、或
いは実用化が見込まれる技術）。」、「現行の測定法に比べ、分析時間が短く、分析費用が安価
なこと。」、「検出下限値は （1）0.2 mg/kg、（2）0.5 mg/kg、（3）2 mg/kgの 3つの設定を目
安にすること。」とされていた。 
PCB測定の簡易化するには、PCBと絶縁油を分離する手法の簡易化、微量の PCBを簡易
に検出する手法の確立、ならびに多種類ある PCBの全積算量を数値化する計算方法の簡易
化のいずれか 1つ以上が必要である。しかし、絶縁油中の微量 PCBの測定は、その絶縁油
成分が PCB と類似しているだけでなく、その測定対象濃度が微量かつ測定対象物質が 209
種類存在するため、測定誤差を生じやすい。したがって、測定誤差の抑制を図りながらそれ
ぞれの手法を簡易化していかなければならないため、絶縁油中微量 PCB測定法の簡易化は
容易ではない。それゆえに、絶縁油中の微量 PCB測定の簡易化は PCB処理に向けて解決す
べき大きな課題となった。  
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1-5 本研究の目的 
 
これらの絶縁油中の微量 PCB 汚染問題を踏まえ、著者は環境汚染物質の測定に関する研
究として、絶縁油中の微量 PCB の簡易測定に着目した。その理由は、上述のように、微量
PCB の汚染が疑われる機器が莫大で非常に時間がかかるだけでなく、その処理期限が決ま
っていることから、これを簡易的に測定する手法を確立することは大きな社会的役割を果た
すと考えたからだ。また、学術的には、微量物質測定の簡易化、多種混合物質測定の簡易化
等、これらの課題を解決することによって、今後より多くの環境汚染物質へ応用されること
が期待できるためである。 
本研究の構成を Fig. 1-3に示す。本研究では初めに全工程が簡略化可能な生化学的分析法
であるイムノアッセイ法に着目して絶縁油中の微量 PCB測定の簡易化を試みた。微量 PCB
の簡易測定法は大きく分けて 2つの方法があり、1つは機器分析法でもう 1つは生化学的分
析法である。前者は公定法と同じように測定に大掛かりな機器は使いつつも、前処理と濃度
換算を簡略化することで全体的な簡易化を目指すものであるが、後者は PCB に特異的かつ
高感度に反応する抗体の特性を生かし、前処理、測定、および濃度換算に至るまで全ての簡
略化を目指すことが可能であるため、大幅な簡易化が期待できるためである。次のステップ
としては、医療分野等で行われているスクリーニングという概念を環境汚染物質へ転用する
ことを検討し、日本の絶縁油中 PCB 有無の簡易判定法として商品化した。しかしながら、
国はスクリーニング法に対しても厳格な精度基準を設けるだけでなく、測定後に陽性と判定
されたものは全てより精度の高い機器分析法で確認することを求めてきたため、商品化され
た PCB バイオセンサーの更なる感度向上と機器分析の濃度換算簡略化を研究し、絶縁油中
PCB測定法全体の簡易化を目指した。さらに、本研究で商品化された PCBバイオセンサー
の一般性を確かめるために、国内の絶縁油に含まれる PCB混合物（カネクロール）から国
外（韓国）の絶縁油（低濃度の合成油が混入している）に含まれる PCB混合物（アロクロ
ール）にも応用できることにも挑戦した。 
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Fig.1-3 本研究の構成 
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日本の絶縁油中PCB有無の簡易判定法商品化
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第 2章 絶縁油中の PCBのスクリーニング用携帯型イムノアッセイ測定器の開発[18] 
 
2-1 概要 
 
 変圧器の絶縁油中に含まれる PCB を迅速かつ簡易に検出するための、イムノアッセイに
基づく携帯型測定器を開発した。絶縁油から抽出した PCB、PCB に反応するモノクローナ
ル抗体、およびその抗体に反応する金コロイド標識抗体を同時に混ぜ合わせた後、検出セル
に流した。この時、検出セルの色は二次抗体の金コロイドによって変化するため、そこから
抽出した PCB量を数値化した。この手法とHRGC/HRMSの両者で 24試料を測定した結果、
0.1 から 8.4 mg/kgの範囲において高い相関が認められた。また、あらかじめ濃度が分かっ
ている 86試料を同手法で測定した後にスクリーニングをした結果、0.4 mg/kg未満において
偽陽性、偽陰性は無かった。また、5.0 mg/kg以上においても同様であった。この結果から、
変圧器の絶縁油中に含まれる PCBのスクリーニングにおいて、本測定法が GC-ECDのよう
な機器分析より迅速かつ効果的であることを示唆した。  
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2-2 諸言 
 
ポリ塩化ビフェニル（Polychlorinated Biphenyl、以下 PCBと略す）は、電気絶縁材あるい
は熱媒体として使用されたが、1973年に製造及び使用が禁止された。その後、平成 13年に
「ポリ塩化ビフェニル廃棄物の適正な処理の推進に関する特別措置法」が制定され、保管さ
れている PCBの無害化が進められている。現在、油中の PCB測定法には、ガスクロマトグ
ラフィーに続く質量分析や電子捕獲検出などが知られている[19, 20]。しかし、これらの方
法は、測定に時間を要し、費用も高価であることから、安価かつ迅速な測定法の開発が望ま
れている。 
一方、近年になって簡易な環境分析の手段としてイムノアッセイが注目されている。イム
ノアッセイとは、抗原抗体反応を利用する測定法の総称である[21]。PCBを対象としたイム
ノアッセイでは、酵素免疫測定法（ELISA:Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay）が知られ
[22-27] 、無害化処理油中の PCBの検出に ELISAを適用した例も報告されている[28]。さら
に、毛細管現象により薄膜上で抗原抗体反応を行う方法で、PCBを検出した例がある[29]。 
我々は、これまでに抗体の平衡解離定数までの検出限界を達成しうるイムノアッセイ法を提
案し[30-33]、セミリアルタイムで検出できる自動装置を報告した[34]。さらに、絶縁油中 PCB
の迅速な検出を目指し、イムノアッセイに適した簡易かつ迅速な前処理法と[35]、小型自動
測定装置を用いた測定を報告した[36]。本報告では、さらなる絶縁油中の PCB 測定の簡易
化を目指して携帯型測定機を作製し、これに適合する使い捨て検出セルを用いたイムノアッ
セイ系を構築した。さらに、作製した携帯型測定機と構築した測定系にて変圧器から採取し
た絶縁油について、PCBのスクリーニング性を明らかにしたので報告する。  
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2-3 実験方法 
 
2-3-1抗体および化学物質 
各種カネクロールはジーエルサイエンス社から購入した。モノクローナル・マウス抗 PCB
抗体(Research Diagnostics Inc.)を１次抗体、2次抗体としてモノクローナル・ヤギ抗マウス抗
体・Fab フラグメント(Jackson ImmunoResearch) を使用した。2 次抗体の金コロイド標識は
常法に従って行った。  
 
2-3-2 担体の調製法 
アガロースビーズ（NHS-activated SepharoseTM 4 fast flow、Amercham Biosciences社）を
固相担体として使用した。ビーズ担体の活性化は既報に従って行った[34, 35, 37]。また、固
相抗原はジクロロフェノール誘導体と牛血清アルブミンの複合体を用いた[36]。 
 
2-3-3 絶縁油前処理法 
絶縁油の前処理は既報[36]に従って行った。簡単には、発煙硫酸を含浸した珪藻土とシリ
カゲルの二段カラムに絶縁油を添加し、油成分の分解を促した後、ヘキサンにより展開し、
PCB を含む画分を集めた。この後、ジメチルスルホキシドを加えてロータリーエバポレー
ターでヘキサンを除去し、遠心分離により DMSO層を分取して前処理液とした。 
 
2-3-4 測定法 
イムノアッセイには、既報の擬似抗原を固相固定した担体を含む検出セルを用いた[34, 
36]。簡単には、上記の手順で調製した抗体 (1 次抗体：マウス 抗 PCB モノクローナル抗
体、2次抗体：金コロイド標識 ヤギ 抗マウス抗体) と絶縁油の前処理液を添加した測定
液をセルに送液した。絶縁油に PCBが含まれる場合、1次抗体の一部は液相の PCBと結合
し複合体を形成しているため、固相上の擬似抗原に結合することなく検出セルを素通りする。
一方、絶縁油に PCBが含まれない場合、全ての 1次抗体は未結合抗体であるため、固相上
の擬似抗原との結合により検出セル内に捕捉され易い。従って、捕捉された抗体量の比較か
ら絶縁油の PCB 汚染の有無を知ることができる。本報告では、セル内に捕捉された抗体量
は、2次抗体に標識した金コロイドの吸収として光学的に計測した。測定には作製した携帯
型測定機を使用した（Fig. 2-1）。本測定機には、携帯性を持たせるため、検出セルを設置で
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きる比較的単純な光学系を適用した。光源には、金コロイドの吸収波長である 530 nmのLED
を用い、照射された光は検出セル表面のプラスチックレンズにより内部に充填されたビーズ
担体に集光する。この時、照射光はビーズ担体上の 2次抗体に標識した金コロイドによる吸
収され、透過光は、検出セル背面に設置されたフォトダイオードによって光電変換されて電
気信号（電圧）として計測される。 
抗体溶液は、以下の手順で調製した。1 次抗体及び金コロイド標識 2 次抗体は、共に
0.1%(w/w)牛血清アルブミンを含む生理食塩水（以下 PBS-BSAと略す）で希釈して用いた。
1次抗体の濃度は実験の目的によって変えたが、2次抗体の濃度は 10 nM一定とした。一方、
各種絶縁油（PCB を含まない未使用絶縁油と、これにカネクロールを添加した絶縁油、加
えて PCB 混入使用済み絶縁油）は既報[36]に従って前処理液を調製した。また、各種カネ
クロール溶液は DMSOで希釈して用いた。 
これらの抗体溶液、前処理液及びカネクロール溶液を用いて以下の手順で測定液を調製し
た。まず抗体溶液を分取した。これに前処理液、カネクロール溶液あるいは DMSO のうち
2種を任意に組み合わせて等量ずつ添加して測定液を調製した。この時、測定液中の DMSO
濃度は 2%(v/v)とした。まず、検出セルを携帯型測定器によって、対照の電圧値を読み取る。
この後、同じ検出セルを調製した測定液を分取した注射筒に取り付け、ポンプにより一定流
速となるように測定液を送液した。この時、流速は 0.2 ml/min、流量は 2 mLとした。続け
て、PBS-BSAを分取した注射筒に検出セルを取り付け、0.2 ml/minの流速で 2 mLを送液し
て洗浄した。洗浄した検出セルを再び携帯型測定器に供して電圧値を読み取った。なお、検
出セルは測定毎に使い捨てとした。測定条件を決定する際には、試料送液前後の電圧値の差
を信号値（V）として算出した。また、校正曲線を作成する場合には、試料送液前後の電圧
値を常用対数として算出し、PCB を含有していない試料を基準として被測定試料の相対信
号値（%）を求めた。 
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Fig. 2-1 Fig 1. Overview of a portable instrument and its light measuring system. The total length of 
the instrument is 14cm. 
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2-3-5 絶縁油中 PCBの質量分析 
絶縁油中 PCB の前処理及び測定は、高分解能質量分析（HRGC-HRMS）は、特別管理一
般廃棄物及び特定管理産業廃棄物に係る基準の検定方法 別表第二（平成４年厚告 192号、
平成 15年環告 14号改正）に準じて行った。同様に、低分解能質量分析は、既報[38]に従っ
て分析した。 
 
2-3-6 濃度換算方法 
携帯型測定器を用いた濃度換算は、以下に導いた理論式に従って行った。セルに集光され
た照射光は、ビーズ担体によって散乱光となり、散乱光はビーズ担体上に捕捉された抗体に
標識されている金コロイドによって吸収される。この時、光減衰は Lambert−Beer の法則か
ら次式で定義される。 
 
Eq.2-1 
)(log 010 BBGGLI
I
σεσε +=





 
 
I0：携帯型測定器の照射光量 
I：検出セルを透過した後の光量 
L：吸収層の厚さ 
εG：金コロイドの吸光係数 
εB：ビーズの散乱係数 
σG：金コロイド量 
σB：ビーズ量 
 
Eq.2-1 より、PCB を含まない試料の測定は、σGが 0 となるため、試料を送液する前の検
出セルの電圧測定値を IB1、送液後の電圧測定値を IB2とすると 
 
Eq.2-2 
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IB1：試料送液前の検出セルを透過した後の光量 
 
Eq.2-3 
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IB2：試料送液前の検出セルを透過した後の光量 
 
と表される。同様に、未知濃度の PCBを含む試料の測定を行う場合は、試料を送液する
前の検出セルの電圧測定値を IS1、送液後の電圧測定値を IS2とすると 
 
Eq.2-4 
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IS1：未知濃度の PCBを含む試料を送液する前の検出セルの電圧測定値 
 
Eq.2-5 
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IS2：未知濃度の PCBを含む試料送液後の検出セルの電圧測定値 
 
と表される。これらの式を整理すると 
 
Eq.2-6 
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となる。よって、試料の PCB濃度に相関する金コロイド量の相対変化率 RG（%）は、百分
率として次式のように算出できる。 
 
Eq.2-8 
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RG：PCB濃度に相関する金コロイド量の相対変化率 
 
ところで、一般に結合平衡状態における抗原抗体反応は以下の式で表すことができる。 
 
Eq.2-9 
[ ] [ ]( ) [ ] [ ]




+
⋅
⋅−= Ab
AbPCB
AbPCB1PCB dK  
 
[PCB]：総 PCB濃度 
[Ab]：総抗体濃度 
[PCB・Ab]：総抗体のうち PCBが結合した複合体の百分率 
Kd：抗体の解離定数 
 
 [PCB・Ab]は抗体の反応率であることから、前述の金コロイド量の百分率である RGと同義
である。よって、試料中の総 PCB濃度[PCB]は、RGから次式で算出できる。 
 
Eq.2-10 
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G
d
G R
KR  
 
以後の実験には、式 10を用いて総 PCB濃度を算出した。ただし、Kdと[Ab]は、あらかじめ
濃度が分かっている PCB溶液を測定した結果に基づいて、最小二乗法によって決定した。  
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2-4 結果 
 
2-4-1 測定条件の検討 
本測定法では、抗 PCB抗体と PCBの結合平衡液を固相であるビーズ担体に短時間接触さ
せ、液相の PCB と結合していない未結合抗体を担体上に捕捉することで光学的に定量し、
最終的に未結合抗体濃度から PCB濃度を決定する。特徴として、液相と固相の接触時間が
短いため、液相の PCBと担体上の固相抗原の間で競合反応が起こりにくいことから、液相
における抗体の解離定数まで PCBの検出が可能である[30, 34]。従って、PCBの定量に際し、
第一には測定液中の未結合 1 次抗体濃度とビーズ担体上に捕捉される抗体量を示す信号値
が直線関係にあることが必要である。また、第二には液相と固相の競争阻害による検出感度
の低下を防ぐため、両者の接触時間を短く保つように流速を調節することが重要である。 
そこで、本報告において作製した携帯型測定機に使用できる測定系を構築するため、まず
測定液中の未結合 1次抗体濃度と携帯型測定器の信号値が直線関係にあることを調べた(Fig. 
2-2)。PBS-BSAに種々の濃度で 1次抗体を添加し（2次抗体濃度は 10 nM一定）、測定液を
調製した。これらの測定液 2 mLを 0.2 mL/minで検出セルに送液し、信号値を測定した。そ
の結果、信号値と測定液中の 1次抗体濃度は 500 pMまでは直線関係（決定係数は 0.964）
を示したため、信号値から測定液中の未結合１次抗体濃度を決定できると考えた。そこで、
送液量と信号値の関係を調べるため、PBS-BSAに 1次抗体を 500 pM、2次抗体を 10 nM添
加して調製した測定液をそれぞれ 0.5 mL、1.0 mL、2.0 mL、3.0 mL送液した場合の信号値
を測定した(Fig. 2-2)。なお、いずれの場合も流速は 0.2 mL/minとした。その結果、信号値
と送液量は 3.0 mLまでは直線関係（相関係数は 0.969）を示した。このため、以後の実験
では、1.0 Vの信号値が得られる 2 mLを送液量と決定した。]次に、流速と検出感度との関
係を調べた(Fig. 2-2)。PBS-BSAに 1次抗体を 500 pM、2次抗体を 10 nM添加して調製した
測定液 2 mLを 0.1～0.5 mL/minの割合で送液した場合の信号値を測定した。その結果、信
号値は、ほぼ 0.2 mL/min以上の流速では一定となった。また、同様な実験をKC-600を 1 µg/kg
含む測定液で行った結果、信号値は、ほぼ 0.2 mL/min以上の流速では相対信号値として 50%
で一定となる傾向が見られた。既報[36]より、本報告で用いた１次抗体の KC-600 に対する
解離定数は 1.2 µg/kgであることから、0.2 mL/min以上の流速であれば、本測定においても
理想的な検出感度が達成できていると考えられた。以上より、以降の測定条件は、送液量 2 
mL、送液速度 0.2 mL/min、1次抗体濃度 500 pMとした。 
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Fig. 2-2 Investigation of assay parameters affecting signal level. The upper panel shows the signal 
from various primary antibody concentrations used at a fixed volume (2mL) and fixed flow rate 
(0.2mL/min). The middle panel shows for different flow volumes of a fixed primary antibody 
concentration (500pM) applied at a fixed flow rate (0.2mL/min). The lower panel is the signals from 
the cell after flowing 2mL of 500pM primary antibody solution at various flow rates(▲). The lower 
panel also expresses (●) the relative signals or inhibition from 1.0 g/kg of KC-600 mixed with 
500pM primary antibody solution at various flow rates. Relative signals were calculated as the 
proportion of the signal in the absence of KC-600 at the corresponding flow rate shown as (●) In all 
panels, the secondary antibody concentration was fixed at 10 nM 
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2-4-2 カネクロールを添加した絶縁油中の PCBの検出 
 絶縁油中の PCBはカネクロール由来である。そこで、上記の測定条件下で、抗体溶液に
4 種類のカネクロール(KC-300、KC-400、KC-500、KC-600)をそれぞれ直接添加して測定を
行った。得られた信号値を、カネクロールを添加していない測定液の信号値の百分率（相対
信号値）として校正曲線を作成した。その結果、検出範囲を相対信号値が 10%～90%の間を
示す各カネクロール濃度とした場合、測定液において KC-300では 1.5～133 µg/kg、K-C400
では 0.9～63 µg/kg、KC-500では 0.4～33 µg/kg、KC-600では 0.3～15 µg/kgの範囲で検出が
可能であった（Fig.2-3）。同様な検討を、PCBを含まない未使用絶縁油にカネクロールを種々
の濃度で添加し、前処理液を調製した。これらの前処理液を 1%(v/v)となるように抗体溶液
に添加して測定を行った。得られた信号値から、カネクロールを添加していない絶縁油の信
号値の百分率（相対信号値）を算出して、校正曲線を作成した。その結果、検出範囲を相対
信号値が 10%～90%の間を示すカネクロール混合物濃度とした場合、本測定条件では、油中
カネクロール濃度として KC-300では 0.8～45 mg/kg、KC-400では 0.3～24 mg/kg、KC-500
では 0.1～7 mg/kg、KC-600では 0.1～7 mg/kgの範囲で検出できると考えられた（Fig.2-3）。
以上、カネクロールを添加した絶縁油については、本測定機により絶縁油中の PCBを検出
できると考えられた。 
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Fig. 2-3 Standard curves for Kanechlors in DMSO (top panel) or oil (lower panel). The symbols in 
both panels are KC300(●), KC400(▲), KC500(■) and KC600(◆) and the Y axis is the measured 
signal normalized to the zero PCB response. The upper panel shows the curves measured when each 
Kanechlor was dissolved in DMSO and directly added to the assay buffer. The X axis is the 
concentrations of Kanechlor in the assay buffer. The lower panel shows the curves measured when 
each of the Kanechlors was spiked with into PCB-free transformer oil and then extracted. The X axis 
is the concentration of Kanechlor in the oil. 
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2-4-3 HRGC-HRMSとの相関 
絶縁油中に含有されるカネクロールの組成は不明である。このため、4種のカネクロール
の混合物（等重量の KC-300、KC-400、KC-500、KC-600 を混合）を添加した未使用絶縁油
を調製し、前処理及び測定を行って得た相対信号値を校正曲線として Fig. 2-4に実線で示し
た。この後、24 個の変圧器から採取した絶縁油について同様に測定を行い、得られた相対
信号値も Fig. 2-4に示した。次に、校正曲線を用いて相対信号値から油中の総 PCB濃度を
カネクロール混合物の換算値として算出し、HRGC-HRMSにて決定した総 PCB濃度との相
関を調べた。その結果、両法の総 PCB濃度(0.05～8.4 mg/kg)の間には相関係数として 0.957
が得られた（Fig. 2-4）。なお、相関を示す 1次関数の傾きは、0.921であった。以上、本測
定機を用いた分析とHRGC-HRMS分析の間には、実絶縁油中の総 PCB濃度として 0.05～8.4 
mg/kgにおいて良い相関が認められた。 
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Fig. 2-4 Immunoassay results for 24 transformer oil samples. In upper panel, the normalized 
immunoassay responses of the 24 transformer oil samples(●) are plotted on a standard curve derived 
from mixed (equal parts by weight) Kanechlors spiked into PCB-free transformer oil. In the lower 
panel, concentrations of PCBs in the transformer oil as taken from the x axis of the top panel vs the 
HRGC-HRMS. The dashed line is the ideal case (slope of 1) and the solid line is the best fit to the 
data.  
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2-4-4 絶縁油中の PCBのスクリーニング 
上記の絶縁油に 62個の変圧器から採取した絶縁油を加えた計 86種の絶縁油について、携
帯型測定機を用いた PCBのスクリーニングを行った。ここでいうスクリーニングとは、被
測定物質についてある濃度を設定し、検体中に物質が設定濃度未満あるいは以上含まれるか
どうかを検定する（Fig. 2-5）迅速な測定法を意味する（スクリーニングについての諸外国
の使い方等については「2-5考察」で言及する）。ここでは、設定する総 PCB濃度を検定濃
度とし、以下に検討した。4種のカネクロール混合物を種々の濃度で添加した絶縁油を測定
し、その相対信号値を Fig. 2-4の校正曲線から総 PCB濃度に換算した。これらの総 PCB濃
度と混合物添加濃度との相関は、実測点として 0.2 mg/kgから 10 mg/kgの間で良好であった。
そこで、検定濃度は、0.2 mg/kgの 2倍濃度で低濃度側に 0.4 mg/kg、10 mg/kgの 1/2倍濃度
で高濃度側に 5.0 mg/kgとした（Fig.2-6）。0.4 mg/kgと 5.0 mg/kgに相当する携帯型測定機に
おける相対信号値は、カネクロール混合物の校正曲線から、それぞれ 77%と 21%であった。
このことから、86 種の絶縁油を測定した場合、得られた相対信号値が 77%より大きい検体
については、その総 PCB濃度は 0.4 mg/kg未満として検定した（あるいは、77%以下を 0.4 
mg/kg以上）。同様に、相対信号値が 21%より大きい検体については、5.0 mg/kg未満とした
（あるいは、21%以下を 5.0 mg/kg以上）。その結果、相対信号値から、全検体を 3種に分類
できた（Fig.2-6）。すなわち、0.4 mg/kg未満、0.4～5.0 mg/kg、5.0 mg/kgより大きい区分で
ある。低分解能質量分析により、分類の検証を行ったところ、全ての検体において、分類結
果は正しく行われていた。以上の結果から、携帯型測定機を用いたスクリーニング検定によ
り、絶縁油を総 PCB濃度として 0.4 mg/kg及び 5.0 mg/kgにおいて分類できた。 
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Fig. 2-5 Screening concept for PCB in transformer oil. In the left panel the cutoff concentration is set 
to 0.5 mg/kg. Samples that are barely positive (= 0.5 mg/kg) are expected to read as false negatives 
in 50% of repeated measurements. Likewise, samples that are barely negative (less than 0.5 mg/kg, 
but close) are expected to read as false positives in 50% of repeated measurements. The right panel 
shows the expected decrease of the probability of false positives when screening at 0.5 mg/kg cut off 
concentration as the concentration of negative samples shifts to less than 0.5mg/kg. In both panels, 
TN and FN are true and false negative, respectively and TP and FP are true and false positive, 
respectively. 
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Fig. 2-6 The classification of transformer oil samples by immunoassay at two cut off concentrations. 
The upper panel, showing concentrations of spiked mixed Kanechlor samples estimated from the 
standard curve vs. the actual concentrations, shows bias is expected at both high and low 
concentrations. The range over which the assay appears unbiased is from 0.2 to 10 mg/kg. Allowing 
a 2 fold safety factor, the assay performance as a screening test was evaluated at 0.4 mg/kg and at 
5.0mg/kg. The middle panel shows the normalized response for 86 oil samples plotted on the mixed 
Kanechlor standard curve, along with the cutoff concentrations and corresponding percentages under 
evaluation. The lower panel is a table summarizing the performance of the immunoassay as a 
screening test at the proposed cutoff concentrations. Actual concentrations of the 86 oil samples, 
used to evaluate the correctness of the screening, were measured either by HRGC-HRMS (24 
samples) or HRGC-LRMS (62 samples).  
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2-5 考察 
 
 生物検定法は機器分析に比べて一般的に定量性に劣る反面、迅速性や経済性に有利な面が
ある。このため、検体が測定の対象となる物質をある濃度以上・未満で含むかどうかを調べ
るスクリーニング検定法としての活用に有用性がある。例えば、欧州委員会では、食品中の
ダイオキシン類の含有量が基準となる濃度未満である検体と、基準濃度以上含む疑いのある
検体とを分類するスクリーニング法として提案されている[39]。そこで、以下に本法によっ
て絶縁油中の PCBのスクリーニングを行う場合について考察した。 
前述にようにスクリーニングでは、測定結果から設定する総 PCB 濃度（検定濃度）以上
の PCB を含む検体を陽性、同様に設定濃度未満の検体を陰性と検定する（Fig. 2-6）。一般
には、検定濃度とは別に汚染の定義となる基準濃度があり、他法で検体の濃度値を測定し、
検定結果を基準濃度から検証することでスクリーニング性能を評価する。陽性については、
他法による濃度値が基準濃度以上である場合を真陽性、基準濃度未満である場合を偽陽性と
評価する。また、陰性については、他法による濃度値が基準濃度未満である場合を真陰性、
基準濃度以上である場合を偽陰性と評価する[40]。スクリーニングでは、偽陽性と偽陰性に
着目し、予め基準濃度に対して合理的な検定濃度を設定することが重要である。検定に占め
る偽陽性と偽陰性の割合は、1）スクリーニングの対象となる母集団における基準濃度以下
の検体（あるいは基準濃度以上の検体）の割合、2）母集団における検体の総 PCB濃度分布、
特に検定濃度付近の割合、3）検定濃度や基準濃度付近の測定精度などに影響されると考え
られ、これらの事項を考慮することも重要である。 
そこで、本報告では最も単純な系でスクリーニングを行うことを仮定した（Fig.2-5）。PCB
無害化処理の処理完了基準は、現在総 PCB濃度として 0.5 mg/kg以下であるので、仮に 0.5 
mg/kgを基準濃度とし、検定濃度も同じ 0.5 mg/kgとした。Fig. 2-6に示した実測では、油中
の KC等量混合物が 0.5 mg/kgでは測定値の標準偏差が 0.07 mg/kgであった。このため、0.5 
mg/kgの検体を繰り返し分析した場合、測定される濃度値の分布を上記の標準偏差を有する
正規分布として扱った。 
ところで、前述のようにスクリーニングの設定には、母集団において期待される陽性と陰
性の割合が重要である[40]。重電機器などの絶縁油において総 PCB濃度として 0.5 mg/kg以
上である割合は、製造年代により変わるが、1990年代以降では平均で 1.8%と調べられてい
る [16]。そこで、本報告では検体の 2%が 0.5 mg/kg以上、98%が 0.5 mg/kg未満の母集団を
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設定した。Fig.2-5に示した系でスクリーニングを行った場合、母集団に占める 0.5 mg/kg以
上の PCBを含む検体の割合と検定に占める偽陰性の割合を算出した。偽陰性となる検定は、
0.5 mg/kg以上の PCBを含む検体において半分の確率で起こる。従って、全検定において偽
陰性の占める割合は、母集団における0.5 mg/kg以上のPCBを含む検体の割合の半分となる。
設定した 0.5 mg/kg以上の検体が 2%の割合である母集団では、偽陰性の確率は 1%となる。
検体の総 PCB濃度が、明らかに 0.5 mg/kgより濃ければ、全検定において偽陰性の占める割
合は減少の傾向を示す。しかし、スクリーニングでは偽陰性を極力少なく設定が優先される
ことが多いので、本報告では偽陰性の占める割合が最大となる場合、すなわち総 PCB 濃度
は 0.5 mg/kgに固定した。一方、偽陽性となる検定も、0.5 mg/kg未満の PCBを含む検体に
おいて半分の確率で起こる。従って、全検定において偽陽性の占める割合は、母集団におけ
る 0.5 mg/kg未満の PCBを含む検体の割合の半分となる。この場合、検体の総 PCB濃度は
0.5 mg/kgに近似することが前提であるが、実際の検体の総 PCB濃度は 0.5 mg/kg未満であ
る分布を持つと予想される。そこで、母集団の 98%の検体が、全て 0.25～0.45 mg/kgの間に
設定した濃度である場合に、偽陽性の割合を算出した（Fig.7）。各濃度における偽陽性の割
合は、前述の測定の正規分布曲線から、0.5 mg/kg以上となる確率を積分によって求めた。
その結果、全検定に占める偽陽性の割合は、陰性の総 PCB 濃度が 0.45 、0.4、0.35、0.3、
0.25 mg/kgの時、それぞれ 23、7.5、1.6、0.2、0.02%であった。 以上より、検体の 2%が 0.5 
mg/kg以上、98%が 0.5 mg/kg未満の母集団に対し、本法で 0.5 mg/kgを検定濃度としてスク
リーニングを行えば、偽陰性 1%（真陽性 1%）、0.5 mg/kg未満の濃度分布により 23%以下
の偽陽性（真陰性 70%以上）が期待できる。 
そこで、実際に Fig.2-6で示した結果から、上記のスクリーニングの系で 0.5 mg/kgの検定
を検証した。母集団は、0.5 mg/kg未満の全 39検体（97.5%）に 0.51 mg/kgの 1検体（2.5%）
を加えた 40検体とした。0.5 mg/kg未満の検体の濃度分布は、0.1 mg/kg未満の検体が46.2%、
0.1 mg/kg 以上～0.2 mg/kg 未満の検体が 23.1%、0.2 mg/kg 以上～0.3 mg/kg 未満の検体が
20.5%、0.3 mg/kg以上～0.4 mg/kg未満の検体が 10.3%である。検証の結果、真陰性 39検体、
真陽性 1検体であり、偽陰性と偽陽性は認められなかった。ここで、注意すべき点は、母集
団のうち 87.5%が 0.3 mg/kg未満の検体であり、本法における測定値分布（Fig.2-7）から高
い確率で 0.5 mg/kgの検体と区別できると考えられた。0.3 mg/kg以上～0.5 mg/kg未満の検
体が母集団に大きな割合で含まれる場合は、前述のように検定が偽陽性あるいは偽陰性とな
る確率が増すと推察された。逆に、母集団の検体の多くが 0.3 mg/kg未満であれば、本法に
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より、0.5 mg/kg未満の検体を検定濃度 0.5 mg/kgにてスクリーニングできると考えられた。 
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Fig. 2-7 Worst case predictive proportion of false positive and negative. In upper panel, predictive 
proportion of false negative was plotted as a function of the proportion of positive in all samples. If 
2% of all samples are true positives (x axis) and all are equal to the cut off concentrations then 1% 
false negative rate can be expected. In lower panel, predictive proportion of false positive was 
calculated at the total concentrations of PCBs of all negative samples. The predicted screening 
conditions were shown in Fig. 2-5. 
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第 3章 イムノアッセイによる絶縁油中の PCBのスクリーニング[41] 
 
3-1 概要 
 
 イムノアッセイによる迅速な絶縁油の PCB汚染判定手法を提案する。従来の PCBの汚染
判定に使われていた公定法は正確に濃度を把握することができる反面、操作が複雑で長時間
を要することから、迅速に汚染を判定する手法が望まれていた。我々は機器分析と比べて迅
速なイムノアッセイに着目し、濃度の正確性ではなく、汚染か非汚染かの判定における正誤
率を評価した。その結果、イムノアッセイで 0.4 mg/kg未満と測定された試料は 0.5 mg/kg
未満である可能性が高いことが分かり、逆にイムノアッセイで 0.8 mg/kg以上と測定された
試料は0.5 mg/kg以上である可能性が高いことも分かった。また、イムノアッセイで0.4 mg/kg
以上 0.8 mg/kg未満と測定された試料については、必要に応じて機器分析によって再確認す
る手法も提案し、イムノアッセイと機器分析を組み合わせることによって迅速かつ確実な汚
染判定が可能であることを提案した。 
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3-2 諸言 
 
ポリ塩化ビフェニル（Polychlorinated Biphenyl、以下 PCBと略す）は、電気絶縁材あるいは熱
媒体として使用されたが、1973年に製造及び使用が禁止された。その後、2001年に「ポリ塩化
ビフェニル廃棄物の適正な処理の推進に関する特別措置法」が制定され、保管されている PCB
の無害化が進められている。しかし、2003年に現在使用している重電機器の絶縁油に微量の PCB 
が混入している可能性が報告された[16]。微量 PCB 汚染が疑われる重電機器は、変圧器を中心
に多種・多量に存在するため、その汚染判定に有用な測定法の開発が急務となった。現在、PCB
の測定には、ガスクロマトグラフィーに続く質量分析や電子捕獲検出などが用いられているが
[19, 20]、測定に長時間を要し、費用も高価であることから、より迅速かつ安価な測定法が必須
となった。  
一方、近年になって簡易な環境分析の手段として、抗原抗体反応を利用するイムノアッセイが
注目されるようになった [21]。PCBを対象としたイムノアッセイでは、酵素免疫測定法[22, 23, 
26, 27]や、イムノクロマト法[29]などが報告されている。また、迅速な絶縁油の前処理法[35]に
続く PCB測定を行う小型素自動測定装置や[36]、携帯型測定機[18]が報告されている。これらの
測定機を使った絶縁油中の PCBの検出感度は 0.1mg/kgに達しているが[18, 36]、その実用性につ
いては実際に検討された例がない。 
イムノアッセイは、機器分析に比べて迅速性や経済性に有利な面があり、スクリーニングとし
て実用が期待されている。スクリーニングとは、検体中に被測定物質がある濃度未満あるいは以
上含まれるかどうかを判定する迅速な測定法である[42]。判定には、被測定物質に関して定めら
れた基準濃度に対して、スクリーニングを行う濃度（定濃度）を設定する。一般的に、検定濃度
は、基準濃度より低濃度に設定される場合が多い。つまり、検定濃度でスクリーニング判定する
ことで、基準濃度以上の被測定物質を含む可能性のある検体を漏れなく検出できる確立が高くな
る。さらに、スクリーニングにおいて、検定濃度以上と判定された検体は、その判定を確定する
機器分析と組み合わせて用いられる場合もある。例えば、欧州では食品中のダイオキシン類の検
出法として、1次スクリーニングにイムノアッセイ、スクリーニングの確定法として質量分析の
組み合わせが提案されている[39]。また、米国でもイムノアッセイを種々の化学物質のスクリー
ニングに適用する試みが EPA(Environmental Protection Agency)で検討されている[24, 43]。そこで、
本報告では、携帯型測定機を用いたイムノアッセイによる絶縁油中の PCB スクリーニングにつ
いて、1000検体規模での検討を行ったので報告する。  
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3-3 実験方法 
 
3-3-1 抗体および化学物質 
各種カネクロールはジーエルサイエンス社から購入した。モノクローナル・マウス抗 PCB抗
体は、京都電子工業（株）から提供を受けた。抗体の金コロイド標識は常法[44]に従って行った。  
 
3-3-2 絶縁油前処理法 
絶縁油の前処理は既報[36]に従って行った。詳しくは、上層に発煙硫酸を含浸したシリカゲル、
下層に発煙硫酸を含浸していないシリカゲルの二層カラムである。このカラムに 0.5 gの無水硫
酸ナトリウムを重層した後、0.25 gの絶縁油を添加し、さらに絶縁油をカラム内に浸透させるた
め 0.2 mlの n-ヘキサンを追加で添加した。5分間放置して絶縁油成分の分解を促した後、15 ml
の n-ヘキサンを添加し、その全量をナス型フラスコに回収した。0.25 mlのジメチルスルホキシ
ド(DMSO)を加え、加熱浴槽（40°C）を装備したロータリーエバポレーターで n-ヘキサンを除去
した。この後、残液をマイクロチューブに移して遠心分離（10000rpm、1分間）し、DMSO層を
0.15 mL分取して前処理液とした。 
 
3-3-3 測定法 
イムノアッセイには、既報[18]の携帯型測定機を用い、ビーズ担体の代わりに膜型担体を備え
た検出セルを使用した。簡単にまとめると、まず抗体溶液に絶縁油の前処理液を添加し、PCB
と抗体の結合を促した。液中の抗体と PCB の結合の割合は、抗体濃度が一定であるので、PCB
濃度に依存する。従って、PCB と結合していない抗体濃度が測定できれば、PCB 濃度を算出で
きる。そこで、結合平衡液を測定セルに送液し、PCB と結合していない抗体を担体上の擬似抗
原との結合を利用して捕捉した。この後、抗体の捕捉量は、携帯型測定機に検出セルを装着し、
金コロイドの吸収から光学的に電気信号（電圧）として計測した。電気信号は、抗体の捕捉量と
相関関係にあることから、最終的に電気信号から PCB濃度を決定した。 
抗体は、1%(w/w)牛血清アルブミンを含む生理食塩水（以下 PBS-BSAと略す）で 500 pMに
希釈して用いた。一方、変圧器から採取した絶縁油は、上記の方法に従って前処理した。5 mL
の抗体溶液に 50 μLの前処理液を加えて撹拌し、30分間放置して測定液を調製した。放置時間
の間に、検出セルを携帯型測定機に設置して、対照の電圧値を読み取った。この後、同じ検出セ
ルに 4 mＬ の測定液を流速 8.5 ml/minで送液し、続いて 1 ml の PBS-BSAを流速 8.5 ml/minで
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送液して測定セルを洗浄した。測定セルを 7000 rpmで 5分間遠心し、水切りをした後、30分間
風乾し、再び携帯型測定機に供して電圧値を読み取った。読み取った対照と送液後の電圧値から
既報[18]に従って濃度変換を行った。なお、検出セルは測定毎に使い捨てとした。また、校正曲
線を作成する場合には、PCB を含まない未使用絶縁油にカネクロール（KC）の当質量混合液
（KC-300、KC-400 及び KC-500 ）を添加した校正用の試料を用いて、上記の手順で測定した。 
 
3-3-4 絶縁油中 PCBの高分解能質量分析 
高分解能質量分析（HRGC-HRMS）の前処理及び測定は、平成４年厚告 192号[45]に従った。 
 
3-3-5 絶縁油中 PCBの GPC/GC/ECD分析 
GPC/GC/ECD分析の前処理及び測定は、既報[46]に従って行った。 
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3-4 結果と考察 
 
3-4-1 HRGC/HRMSとの相関 
スクリーニングに先立って、上記の携帯型測定機を用いたイムノアッセイと HRGC/HRMS の
相関を確認した。18個の変圧器から採取した絶縁油について、イムノアッセイにて総 PCB濃度
を求めた。総 PCB 濃度は、カネクロールの混合物を添加した未使用絶縁油を使って作成した校
正曲線から、カネクロール混合物の換算値として求めた。同じ変圧器絶縁油について、
HRGC/HRMSにて総 PCB濃度を測定した。その結果、イムノアッセイと HRGC/HRMSで測定し
た総 PCB濃度(1.6 mg/kgまで)の間には相関係数として 0.925が得られた（Fig. 3-1）。なお、相関
を示す 1次関数の傾きは、0.889であった。以上、イムノアッセイと HRGC/HRMSによる結果の
間には、良い相関が認められた。  
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Fig. 3-1 Immunoassay PCB estimate vs. HRGC/HRMS PCB estimate. Eighteen randomly selected 
transformer oil samples were analyzed by HRGC/HRMS and immunoassay for total PCB concentration.  
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3-4-2 絶縁油中 PCBのスクリーニング 
そこで、イムノアッセイにより、絶縁油中 PCB のスクリーニングを行った。スクリーニング
にあたり、本報告では、測定された総 PCB 濃度が、設定する検定濃度以上である検体を陽性、
同様に検定濃度未満である検体を陰性と検定した。また、検定結果は、HRGC/HRMS との相関
が報告されている GPC/GC/ECD法[46]により検証した。つまり、陽性については、GPC/GC/ECD
による測定値が基準濃度以上である場合を真陽性、基準濃度未満である場合を偽陽性と評価した。
また、陰性については、GPC/GC/ECD による測定値が基準濃度未満である場合を真陰性、基準
濃度以上である場合を偽陰性と評価した。 
1100個の変圧器から採取した絶縁油について、イムノアッセイにより総 PCB濃度のスクリ
ーニング測定を行った（Fig. 3-2 A）。その結果、0 mg/kg（0.05 mg/kg未満）～0.2 mg/kgの検
体が合計 933点、0.3 mg/kgの検体が 63点、0.4 mg/kgの検体が 17点、0.5 mg/kgの検体が 11
点、0.6 mg/kgの検体が 11点、0.7 mg/kgの検体が 3点、0.8 mg/kg以上の検体が合計 62点で
あった。そこで、以下にスクリーニングの解析を GPC/GC/ECD測定により行った。 
まず、スクリーニングにより 0.3 mg/kg 以上と検定された全ての検体 167 点について、
GPC/GC/ECDにて総 PCB濃度を測定した。同様に、スクリーニングにて 0 mg/kg（0.05 mg/kg
未満）であった検体 429点、0.1 mg/kgであった検体 331点、0.2 mg/kgであった検体 173点の
うち、それぞれ無作為に 124点(29%)、128点(39%)及び 81点(47%)を選び、GPC/GC/ECDによ
り総 PCB濃度を測定した。なお、括弧内は、GPC/GC/ECDにより検証を行った試料の百分率
である。その結果、GPC/GC/ECD により検証を行った試料は総計で 500 検体となり、内訳で
は 0.2 mg/kg以下の検体が 396点、0.3 mg/kgの検体が 25点、0.4 mg/kgの検体が 5点、0.5mg/kg
の検体が 9点、0.6 mg/kgの検体が 6点、0.7 mg/kgの検体が 3点、0.8 mg/kg以上の検体が 56
点であった（Fig. 3-2B）。 
 当時、非意図的に絶縁油に混入した PCBの汚染を判定する基準濃度はなかったが、過去に
使用した PCBの無害化処理のための基準濃度は、総 PCB濃度として 0.5 mg/kgである[45]。
そこで、0.5 mg/kg以上の検体と、0.5 mg/kg未満の検体を GPC/GC/ECDによって得られた総
PCB濃度からまとめた（Fig. 3-2C）。具体的には、スクリーニングによって検体を濃度別に分
類し、分類された検体について GPC/GC/ECD によって 0.5 mg/kg以上あるいは未満に測定さ
れた百分率を算出した。その結果、スクリーニングによって 0.4 mg/kgと測定された全ての検
体には、GPC/GC/ECDにより 0.5 mg/kg以上と測定された検体は含まれていなかった。一方、
スクリーニングによって 0.5 mg/kgと測定された検体には、GPC/GC/ECDにより 0.5 mg/kg以
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上と測定された検体が 35%、0.5 mg/kg未満と測定された検体が 65%含まれていた。以上より、
少なくともスクリーニングの検定濃度を 0.4 mg/kg に設定すれば、GPC/GC/ECD により 0.5 
mg/kg以上と測定される検体を全体の母集団である 1100検体から漏れなく検出できる確立が
高いことがわかった。何故なら、本報告では 1100検体の全数を GPC/GC/ECDにて測定しなか
ったが、スクリーニングによって 0 mg/kg～0.2 mg/kgと測定された検体を無作為に 333点選択
して GPC/GC/ECDにて測定した結果、0.5 mg/kg以上と測定される検体はなかった。 
そこで、次に 1100 検体のうち、上述のように GPC/GC/ECD にて測定した合計 500 検体に
ついて、スクリーニングの評価を行った。まず、種々の総 PCB 濃度で検定濃度を設定し、そ
れぞれの検定濃度にてスクリーニング測定の結果に基づいて陰性と陽性の検定を行った。検
定結果は、同じ検体について GPC/GC/ECD で測定した総 PCB 濃度が、基準濃度として設定
した 0.5 mg/kg 以上である場合に真陽性か偽陰性、0.5 mg/kg未満である場合に真陰性か偽陽
性のいずれかとして評価した。評価のまとめには、スクリーニングにおいて、偽陰性と偽陽
性の出現率から効率的な検定濃度を設定する方法として良く用いられる ROC（Receiver 
Operating Characteristic）プロット[47, 48])を使用した。ROCプロットでは、陽性判定された検
体を真陽性（真陽性数/（真陽性数＋偽陰性数））と偽陰性（偽陰性数/（真陽性数＋偽陰性数））
の割合として示し、陰性判定された検体を真陰性（真陰性数/（真陰性数＋偽陽性数））と偽
陽性（偽陽性数/（真陰性数＋偽陽性数））の割合として表す。これらの割合の変化を検定濃
度別（0 mg/kg～10 mg/kg）に算出した（Fig. 3-3A）。その結果、検定濃度 0.4 mg/kgでは、真
陽性 1.0、偽陽性 0.07、真陰性 0.93、偽陰性 0であった。また、検定濃度 0.8 mg/kgでは、真
陽性 0.81、偽陽性 0.01、真陰性 0.99、偽陰性 0.19であった。さらに、偽陽性と偽陰性に着目
し、検定濃度別（0 mg/kg～1.0 mg/kg）に作図したところ（Fig. 3-3B）、検定濃度 0.4 mg/kgで
偽陰性の出現率が 0%、検定濃度 0.8 mg/kgで偽陽性の出現率が 1%に近似することが分かった。 
以上の結果から、イムノアッセイにて上記の 500 検体のスクリーニングを行う際には、測
定される総 PCB 濃度が検定濃度として 0.4 mg/kg 以上である検体を陽性とすれば、
GPC/GC/ECDにて 0.5 mg/kg以上と測定される検体（真陽性）の全てを陽性として検定できる
ことが分かった。すなわち、偽陰性の発生率は 0%である。同時に、イムノアッセイにて測定
される総 PCB濃度が 0.4 mg/kg未満である検体を陰性とすれば、GPC/GC/ECDにて 0.5 mg/kg
未満と測定される検体（真陰性）の 93%を陰性として検定できることが分かった。この時、
誤検定となる偽陽性の発生率は 7％である。さらに、イムノアッセイにて測定される総 PCB
濃度が 0.8 mg/kg以上であれば、99%の確率で GPC/GC/ECDにて 0.5 mg/kg以上と測定される
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ことも分かった。 
 従って、検討した500検体の母集団においては、最も効率的なスクリーニングの運用として、
イムノアッセイにて測定した総PCB濃度が0.4 mg/kg以上であれば、0.5 mg/kg以上の陽性検体と判
定し、反対に、測定した総PCB濃度が0.4 mg/kg未満であれば、0.5 mg/kg未満の陰性検体と判定す
るのが良い。さらに、必要に応じて、イムノアッセイにて測定した総PCB濃度が0.5 mg/kg以上～
0.8mg/kg未満であった陽性検体についてGPC/GC/ECDなどにより再測定し、0.5 mg/kgの超過を再
検定することが考えられる。また、イムノアッセイにて0.8 mg/kg以上と測定された陽性検体は、
実際に0.5 mg/kg以上である可能性が極めて高いと考えられ、再検定の必要性は薄い。実際、上
述の効果的なスクリーニングの運用により、期待されるスクリーニングの迅速性としては、イム
ノアッセイで1日あたり約80検体程度の測定が可能であった。 
最後に、本報告では、上述の 500 検体の母集団を対象にイムノアッセイを評価したが、実
際にスクリーニングを適用する際には、母集団における 1) 基準濃度に対する真陽性と真陰性
の検体の割合、2) 検体の総 PCB 濃度分布、3) 検定濃度付近の測定精度などにも偽陽性と偽
陰性の出現頻度は影響されると考えられ、これらの事項を考慮することが重要である。 
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Fig. 3-2 Distribution of PCB concentrations. One thousand one hundred transformer oil samples were 
measured using the immunoassay system. Panel A shows distribution of total PCB concentrations as 
estimated by the immunoassay. The numbers on the top of bars were exhibited as sample counts in the 
concentrations. At the proposed regulatory level of 0.5 mg/kg, the vast majority of these samples are 
negative for PCBs. All samples measured at 0.3 mg/kg or above by immunoassay (167 samples) plus an 
additional 333 chosen at random (500 total) were measured by GPC/GC/ECD. Panel B shows the 
distribution of total PCB concentrations as estimated by GPC/GC/ECD. The numbers on the top of bars 
were exhibited as sample counts in the concentrations. Panel C shows the percentage of the remeasured 
samples that measured greater than or equal to 0.5 mg/kg, binned by the original immunoassay estimates. 
As seen in Panel C, none of the samples originally estimated as 0.4 mg/kg or lower by immunoassay were 
found to be over 0.5 mg/kg by GPC/GC/ECD. The percentages across the top show the fraction of the 
original counts (see Panel A) that were retested. See text for additional discussion. 
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Fig. 3-3 Receiver operating characteristic (ROC) curve for Immunoassay vs. GPC/GC/ECD analysis. An 
ROC plot (Panel A) allows selection of an appropriate cutoff level for screening by immunoassay. Data 
points were shown as different cutoff concentrations varied from 0 mg/kg to 10 mg/kg. Panel B shows the 
same data plotted in Panel A reformatted as false negative (FN:●) and false positive (FP:▲) rates as a 
function of immunoassay cutoff concentration.  
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第 4章 商品化された PCBバイオセンサーの最適化とスクリーニング性能の評価[49] 
 
4-1 概要 
 我々が開発して商品化したイムノアッセイに基づく PCBバイオセンサーの諸条件の最適
化による感度向上と、それによるスクリーニング性能への影響を確認した。我々が開発した
PCBバイオセンサーの IC50値はおよそ 2 ppbであり、理論的限界（抗体の解離定数から計
算される理論的限界まで測定可能な KinExAで測定した値）である 0.5 ppbには到達してい
なかった。そこで本研究ではその原因を追究するために、イムノアッセイにおける諸条件（抗
体濃度、送液量、送液速度）の最適化を行った。その結果、理論的限界である 0.5 ppbに到
達することができ、その条件で 110試料の PCB汚染が疑われる使用済み変圧器でスクリー
ニング性能の評価をしたところ、イムノアッセイで 0.4 mg/kgを判定基準とした場合、偽陰
性率（汚染されている試料を非汚染と判定した数/汚染試料数）は 1％未満で、偽陽性率（汚
染されてない試料を汚染と判定した試料数/非汚染試料数）は 7％と良好な結果を得た。 
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4-2 諸言 
 
 PCB（Polychlorinated biphenyls）はその絶縁性だけでなく、耐熱性、化学的安定性等から、
電気機器等に幅広く使用されてきたが、その毒性と環境残留性が明らかになってからは、製
造と新規利用が世界中で禁止された。カネミ油症事件[11]の勃発から、1973年に日本は世界
で初めて禁止を決め[12]、その後アメリカは 1976年に禁止を決め[50]、現在はストックホル
ム条約が採択された国々で製造と新規利用が禁止されている[14]。しかしながら、その化学
的安定性等から、禁止前に製造され、使用されてしまった PCBは世界中の環境問題として
残ている。 
 日本では、1973年以降に製造された変圧器などは、法的な禁止により PCBを使用してい
なかったはずだったが、それらから 0.5 ppm を超える PCB が検出された[16]。そのような
PCB汚染変圧器を見つけ出すために、日本政府は変圧器の使用後は必ず PCB濃度を測定す
ることを義務付けた。また使用中の変圧器についても PCB濃度の測定を推奨した。さらに、
日本政府は PCBの簡易測定法として、簡易定量法と迅速判定法の 2種類に分け、幾つかの
測定法を公的に認めた[51]。簡易定量法とは PCB 濃度を決定する方法であるが、これらの
方法はガスクロマトグラフィー等によって PCBと絶縁油を分離した後、質量分析計や電子
捕獲型検出器（electron capture detecter；ECD）によって PCBを測定する手法であり、比較
的時間がかかるだけでなく、費用も高価であった。一方、迅速判定法とは PCB の濃度は決
定できないものの、PCB の有無を識別する手法であり、簡易定量法に比べて迅速安価であ
った。我々の過去の研究において、絶縁油中の PCB を測定するためのイムノアッセイ法の
開発や、そのための PCB抽出法の開発が報告されている[18, 35, 36, 41, 52]。 
そして、我々は最終的に「PCBセンサー」（以下、説明の都合「PCBバイオセンサー」と
する）という品名で商品化し、住化分析センター株式会社から販売をしてもらっている。し
かしながら、当時の商品化された PCB バイオセンサーの 50％阻害濃度（50% inhibitory 
concentration；IC50）はおよそ 2 ppbであり、抗体の解離定数から計算される理論的限界ま
で測定可能な KinExA [30] [52]で測定した値である 0.5 ppbに到達していなかった。したがっ
て、PCB バイオセンサーの感度は更に向上できることが期待でき、それによってスクリー
ニングの誤判定を削減できることも期待できる。そこで本研究では、抗体濃度、試料量、お
よび結合抗体と未反応抗体の分離の為の送液速度をパラメータとして、PCB バイオセンサ
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ーの能力にどのような影響があるかを調査した。また、最適化された条件において、110個
の使用済み変圧器から採取した絶縁油をスクリーニングし、その能力についても評価した。  
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4-3 実験方法 
 
4-3-1 試薬類 
商品化された PCB混合物（KC-300, KC-400, KC-500および KC-600）はジーエルサイエン
ス株式会社製（カタログ No.1021-19103, 1021-19104,1021-19105および 1021-19106）の物を
利用した。ジメチルスルホオキシド（dimethyl sulfoxide：DMSO）は株式会社同仁化学研究
所製（カタログ No. 346-03615）の物を利用した。牛血清アルブミン（Bovine serum albumin：
BSA）はシグマアルドリッチ製（カタログ No. A-9647）の物を利用した。リン酸緩衝生理食
塩水（Phosphate buffered saline：PBS）は自作した。具体的には、137 mM の塩化ナトリウ
ムと、3ｍMの塩化カリウムと、20 mMの リン酸水素ナトリウムと, 1.5 mMのリン酸二水
素カリウムと、1.5 mMのアジ化ナトリウムを混合した（pHは約 7.0であった）。これにブ
ロッキング剤として、BSA を 0.1％（w/w）の濃度で添加した物（以下、PBSB と略す）も
別途用意した（また、PBSBに 2％（v/v）の割合で DMSOを添加した物を PBSBDと称する）。
PCB不含電気絶縁油（JIS C 2320 1種 2号）は松村石油製（カタログ No.C0021）を利用した。
イムノアッセイキット（前処理カラム、検出セル、金コロイド標識抗体）は株式会社住化分
析センター製の物を利用した。また、その検出セル専用の携帯型吸光度測定器（Imny）も
同社製の物を利用した。 
 
4-3-2 絶縁油の前処理 
PCB含有油は 3層のカラムによって前処理（オイル成分の分解と夾雑物の除去）された。
簡潔にまとめると、上層部は無水硫酸ナトリウム、中層部は発煙硫酸含浸シリカゲル、下層
部はアミノプロピルシリカゲルである。なお、この前処理カラムは株式会社住化分析センタ
ーによってキット化されたものが販売されており、2010年 6月 30日以降は中層と下層の間
に無水硫酸ナトリウムが 1層加わり、4層カラムとして発売されている。 
使い方としては、初めに 0.25 ｇの試料（絶縁油）をそのカラム中央に滴下し、上層部の
無水硫酸ナトリウムで試料の脱水処理を行った。その後、移動相として 0.2 ml のノルマル
ヘキサン（和光純薬工業株式会社製、カタログ No. 089-07393）を注入して中層へと試料を
移動させ、発煙硫酸によって絶縁油中の炭化水素鎖を分解させた。5分後、15 mlのノルマ
ルヘキサンを注入し、試料中に含まれる測定を妨害する夾雑物を下層のアミノプロピルシリ
カゲルによって吸着させながら通過液を回収した。その回収液に0.25 mlのDMSOを添加し、
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移動相のノルマルヘキサンをロータリーエバポレータ （ー東京理化器械株式会社製：カタロ
グ No. N-1000）と 40℃のオイルバス（東京理化器械株式会社製：カタログ No. OSB-2000）
によって蒸発させた。残った溶液（絶縁油と DMSO）は遠心分離機（株式会社日立製作所
製：カタログ No. CF 7D2）によって 10000 rpmで 1分間遠心分離し、DMSO層のみを 0.15 ml
採取した。 
 
4-3-3 測定 
Fig. 4-1に測定の概略図を示す。簡単には、前処理済みの溶液は金コロイド標識抗体溶液
と混ぜ合わせ（Fig. 4-1A）、疑似抗原が固定化された膜を含む検出セルに送液する。多くの
溶液中の抗体はそのまま通過するが、PCB と反応していない抗体の一部は膜の疑似抗原と
反応する。それによって、検出セルの膜の色が変化するため、最終的に、その検出セルを専
用吸光光度計で測定する（Fig. 4-1B）。 
実際の操作としては、前処理によって抽出された PCBを含む DMSO溶液は、抗体を含む
PBSB（抗体濃度は実験の目的によって変えた）と、新しい DMSO（PCBを含まない）によ
って希釈（最終的な DMSO濃度は既報[35, 37]に従って容量比で 2％とした）した。この溶
液は抗原抗体反応の為に 30 分以上室温で放置し、その間に検出セルの初期値（I0）は測定
された。30 分後、その溶液はその検出セルに一定の送液速度で一定の通液量（送液速度と
通液量は実験の目的によって変更）を流した後、検出セルを洗浄するために、PBSBも同様
に通液した。検出セルは 7000 rpmによって 5分間遠心脱水された後、30分間扇風機によっ
て乾燥された。その後、その検出セルの透過光量（I）は再度専用吸光光度計によって測定
され、吸光度 Aを次式によって計算した。 
 
Eq. 4-1  
𝐴 = − log � 𝐼
𝐼0
� 
A：試料を通液した検出セルの吸光度 
I：試料を通液した後の透過光量 
I0：試料を通液する前の透過光量 
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並行して、同様の操作を基準溶液（PCB を含まない試料）も測定し、基準吸光度 A'を次
式で算出した。 
 
Eq. 4-2  
𝐴′ = − log� 𝐼′
𝐼0′
� 
A'：基準溶液を通液した検出セルの吸光度 
I'：基準溶液を通液した後の透過光量 
I0'：基準溶液を通液する前の透過光量 
 
そして、これらの吸光度から送液前後の検出セルの相対変化率 R を次式によって算出し
た。 
 
Eq. 4-3 
𝑅 = �𝐴
𝐴′
� 
 
R：試料の相対変化率 
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4-3-4 校正曲線 
PCBを含まない絶縁油に 4種類のKCをそれぞれ同じ重量で添加（以後、KC-Mixと略す）
し、0.004、0.02、0.1、0.4、2、並びに 10 mg/kgの PCB含有標準溶液を調整した。その 6種
類の PCB含有標準溶液は前述の通りに前処理、抽出、および測定を行った。得られた結果
が次式に合うように、最小二乗法を用いて解離定数 Kdと抗体濃度 Abを決定した。 
 
Eq. 4-4 
𝑋 = (1− 𝑅) �𝐾𝑑
𝑅
+ 𝐴𝑏� 
 
X：試料の PCB濃度 
Kd：解離定数 
Ab：抗体濃度 
 
また、日間差の補正には、0.4 mg/kgの PCBを含有する標準サンプルを 3回測定し、Eq. 4-1
から Eq. 4-3によって得られた Rの平均値から、至近に求められた Kdと Abを用いて濃度換
算した結果と比較することによって行われた。もし、その結果が 0.4 mg/kgから 30％以内で
あれば、補正係数 Cを Eq. 4-4の右辺全体にかけて補正し、30％以上ずれていた場合は新し
い校正曲線を作り直した。 
試料の PCB濃度計算は、サンプルの相対変化率 Rを求め、事前に求めた Kdと Abから Eq. 
4-4に代入して算出した。尚、日間差の補正には、補正係数 Cを用いた。 
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Fig. 4-1  PCB biosensor system. Panel A shows a photograph of the dedicated syringe pump, 
detection cell, and a diagrammatic illustration of the assay principle. Panel B shows a photograph of 
the custom absorptiometer that we developed for the PCB biosensor.  
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4-4 結果と考察 
 
4-4-1 測定条件の最適化 
本研究の PCBバイオセンサーの測定原理は、PCB濃度によって変化する検出セルの膜に
結合する抗体量（PCB に反応しなかった抗体量）の変化を利用している。したがって、測
定条件を最適化するためには、測定条件に対する感度や抗体量（吸光度）の関係を確認する
ことが必要である。過去の類似した通液系に基づくイムノアッセイの報告では、吸光度と感
度は抗体濃度、通液量、送液速度によって影響を受けることが報告されている[36, 41]。特
に、感度については、抗体濃度と送液速度に強く依存するとされている[30]。 
そこで、我々は初めに PCBに対する PCBバイオセンサーの感度について、送液速度と抗
体濃度の関係を調査した。ただし、PCB を含まない基準吸光度 A'をそろえるために、送液
量は抗体量で規格化した（例えば、100 pMの抗体濃度を 16 ml通液を基準とすると、200 pM
の通液量は 8 mlとした）。また、PCBは 4種類の KCを等量混合した物（KC-mix）を利用
した。 
Fig. 4-2Aに示すように、抗体濃度は低ければ低いほど KC-mix（4 ppb）に対する相対変化
率も下がる（感度は改善する）傾向を示し、抗体濃度は 100 pM以下が望ましいことが示さ
れた。一方、相対変化率は 2から 50 ml/minの送液速度範囲において影響を受けないことも
分かった。この結果は、PCB と抗体の結合力が非常に強く、膜の疑似抗原と結合した抗体
が 2 ml/min という非常に遅い送液速度においても影響を受けないことを示唆している。一
般的に、本研究のような未反応抗体との分離が通液系のイムノアッセイ（結合平衡除外法）
において、抗体濃度を低くすると抗原（今回の場合は PCB）に対する感度が高くなる一方、
信号値（今回は吸光度）が低くなる現象が知られている[30]。また、送液速度を遅くするこ
とによって吸光度を増加させる効果がある一方、抗原と結合した抗体が解離してしまう、い
わゆる競合反応系に近づいてしまうことも知られている[18] [30]。商業化された PCBバイオ
センサーの抗体濃度は約 150 pM（抗体濃度はタンパク質濃度で確認）で送液速度は 8.5 
ml/min（送液量と時間から算出）であったため、今回の実験結果から推測すると、抗体濃度
を下げることにより PCBに対する感度を上げ、それによって低下した吸光度は送液速度を
遅くすることによって回復させることが十分期待できる。 
そこで我々は、抗体濃度 100 pM以下における KC-mix （1ppb）に対する相対変化率 Rの
関係について調査した。ただし、送液速度と送液量は一連の試験において基準吸光度 A'を
- 51 - 
 
揃えるために調整した。結果、Fig. 4-2Bに示すように、Rは 75 pM以上で上昇する傾向を
示したため、最も感度が良くなる最適な抗体濃度は 75 pM以下であることが分かった。そ
こで我々は安全を見て、抗体濃度を 50 pMと決定して、残りのパラメータ（送液速度、送
液量）を検討した。 
正確な測定をするためには、抗体濃度を低くしたことによって下がった吸光度を、送液速
度と送液量で賄わなければならない。そこで我々は送液量と送液速度を決めるために、PCB
バイオセンサーの基準吸光度 A'との関係を調査した。前述のように、送液速度は 2 ml/min
以上であれば感度に影響を受けないことが分かっているため、安全をみて送液速度を 3 
ml/minと仮定して送液量に対する吸光度の変化を確認した。結果を Fig. 4-2Cに示す。この
ように、送液量 10 ml以下であれば送液量に対して比例的に吸光度が増加する、すなわち膜
に存在する疑似抗原の不足が生じないことが分かった。一方、送液量を 5 mlと仮定して送
液速度と吸光度の関係を調査した結果（Fig. 4-2D）、吸光度は一定量の抗体を接触させる時
間に対して比例的に増加すること、すなわち抗体と膜の反応速度が一定に保たれることを確
認した。 
以上の結果から、送液量は 10 ml以下、送液速度は 3ml/min以上であれば良いことが分か
った。測定の便宜上、測定時間は短い（送液速度は速い）方が好ましく、吸光度（A'）は高
い方が好ましい。しかしながら、送液速度の上昇は吸光度を減少させ、送液量の増加は測定
時間を長くする影響がある。そこで我々は、送液量を 5 ml、送液速度を 3 ml/minとした。
選択した理由としては、専用吸光光度計が低い吸光度でも正確に測定できている（Fig. 
4-2C,D）ことや、送液量を少なくすることによって PCB バイオセンサーの前処理キットを
小さくすることができるためである。 
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Fig. 4-2 Effects of the antibody concentration, flow volume, and flow rate. Error bars in the 
figures indicated ±1 S.D. based on triplicate measurements. Panel A: the Y axis indicates the 
relative response for 4 ppb KC-mix, and the symbols ●, ▲, ■, ◆ are 100 pM, 200 pM, 400 
pM, 800 pM of antibody concentration and 16 ml, 8 ml, 4 ml, 2 ml of flow volume. Panel B: the 
Y axis indicates the relative response for 1 ppb KC-mix, and 25, 50, 75 and 100 pM of antibody 
concentration are 3, 6, 9 and 15 ml/min of flow rate and 8, 7.5, 7 and 5 ml of flow volume. 
Panel C: the antibody concentration is 50 pM and flow rate is 3 ml/min. Panel D: the antibody 
concentration is 50 pM and flow the volume is 5ml. 
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4-4-2 最適化された PCBバイオセンサーの性能 
最適化された PCBバイオセンサーの性能を、校正曲線から算出した IC50値によって評価
した。検量線はそれぞれの KCを直接 PBSBDに添加した物を、既に商品化された PCBバイ
オセンサー、今回新たに最適化した PCBバイオセンサー、そしてもう 1つの送液系に基づ
くイムノアッセイ（KinExA: the kinetic exclusion assay、ただし抗体濃度は 50 pMとした）で
測定することによって作成した。次に、2つの PCBバイオセンサーの IC50値は Eq. 4-4の R
に 50％を代入して求め、KinExAは既報に従って求めた[35, 37]。Fig. 4-3に示すように、最
適化された PCB バイオセンサーは商品化された PCB バイオセンサーよりも感度が良く、
KinExAと同等であった。1つの測定対象物に対する過去の研究において、KinExAは抗体の
Kdによって決められる限界の感度まで到達できることが報告されている[30, 34, 53, 54]。今
回のように測定対象が多数の PCB 異性体混合物の場合、我々はその混合物の平均的な Kd
値で考えざるを得ない[52]。しかしながら、抗体濃度 25から 75 pMの間において、KinExA
によって測定された 1 ppbの KC-mixに対する相対変化率 Rは顕著な変化をしないことを確
認した（Fig. 4-4）。過去の報告より[30]、抗体濃度に依存しない校正曲線は Kdに依存するこ
とが分かっており、50 pMの KinExAの結果も Kdに依存していると考えられる。したがっ
て、それと同等の結果を示した最適化された PCBバイオセンサーも、Kdに依存する領域ま
で到達したと考えられる。 
次に、絶縁油から抽出した PCB による校正曲線を確認した。一例として、最適化された
PCBバイオセンサーのそれぞれの KCと KC-mixに対する校正曲線を Fig. 4-5Aに示す。ま
た、IC80濃度（Rを 80％とした場合の校正曲線から求めた KC濃度）を商品化された PCB
バイオセンサーと比較した結果をFig. 4-5Bに示す。全てのKCに対する IC80濃度において、
商品化された PCBバイオセンサーより最適化された PCBバイオセンサーは改善されていた。
KinExA においても同等の結果を得ることは容易であるが、KinExA は装置が高価であるだ
けでなく迅速性にも欠ける。ゆえに、測定条件を最適化した PCB バイオセンサーは、機器
分析よりも、変圧器の絶縁油の分析を迅速かつ安価に測定するのに適していると考える。 
さらに、0.3 mg/kg（PCBバイオセンサーで PCB汚染を判定する境界濃度）の割合で PCB
を含む変圧器の絶縁油からPCBを抽出し、それぞれの測定条件で20回繰り返し測定を行い、
変動係数（CV）を比較した。結果、商品化された PCBバイオセンサーの CVは 18％である
のに対し、最適化された条件の PCBバイオセンサーは 11％と低かった。この結果は最適化
された PCBバイオセンサーの方がより正確に PCBの汚染判定が可能であることを示してい
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る。 
最後に、28個の使用済み変圧器から採取した絶縁油を PCBバイオセンサーで測定し、そ
の結果を HRGC/HRMSにて確認した。結果、Fig. 4-6に示すように、PCBバイオセンサーと
HRGC/HRMSの間には直線関係があることを確認し、決定係数（R2）は 0.99であった。ま
た、その直線の傾きは 0.96と 1に近く、切片は 0.02と 0に近かった。  
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Fig. 4-3 Comparison of the IC50 values by three methods. The IC50 value is the concentration 
giving a response equal to 50% of the zero analyte response. Diagonal striped bars show the 
result of the commercialized condition of measurement. The solid bars show the result of the 
optimized condition. Horizontal striped bars show the result of KinExA at 50 pM antibody. 
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Fig. 4-4 Effect of antibody concentration to relative response of KinExA. KC-mix (1 ppb) was 
spiked into PBSBD and measured by KinExA. Error bars in the figure indicated ±1 S.D. based on 
triplicate measurements.  
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Fig. 4-5 Standard curves for each Kanechlor. The symbols ●, ▲, ■, ◆ and ▼ are KC300, 
KC400, KC500, KC600 and KC-mix (equal parts by weight of all four Kanechlors). The solid 
curves corresponded to KC-mix and the dashed curves corresponded to each Kanechlor. The 
error bars in the figures indicated ±1 S.D. based on triplicate measurements. Panel A shows the 
curves measured for each Kanechlor extracted from transformer oil. Panel B shows the IC80 
values (giving a response equal to 80% of the zero analyte response) as the detection limit. 
Diagonal striped bars show the result of commercialized condition of measurement. Solid bars 
show the result of optimized condition. 
B 
A 
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Fig. 4-6 Correlation between HRGC/HRMS and PCB biosensor. The solid line is the best-fit 
line to the data. The formula in the figure is the equation of the line. 
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4-4-3 スクリーニング 
ある分析法でスクリーニングを実施する場合、判定値を決めることが非常に重要である。
一般的に、判定値は法律等で規定される許容最大濃度（maximum residue limit: MRL）とは
異なる濃度に設定し、スクリーニングの判定値未満であればその試料は陰性と判断し、スク
リーニングの判定値以上であれば陽性と判断し、必要に応じてより正確な測定法で確認する。
そのため、判定値は実際にMRLを超える試料を陰性と判断するような偽陰性（false negative: 
FN）を防ぐために、通常はMRLより低い値に設定される。多くの場合、スクリーニングに
おいて、許容される FNの割合（偽陰性数/実際にMRLを超えている数）は国等によって決
められており、日本では 1％未満とされており[17]、商品化された PCBバイオセンサーの判
定値も FN率を 1％未満にするために、0.3 mg/kgとされている。一般的に、スクリーニング
の判定値を低くすれば FNの数は減っていくが、副作用として、実際にはMRLを超えてな
い試料を超えていると誤判定するような偽陽性（False positive: FP）を増加させる。これに
対して、我々が最適化した PCBバイオセンサーは、判定値を 0.3 mg/kgより上げることによ
って、FNを１％未満にしながらも、FPを減少させる効果が期待できる。そこで、我々は最
適化した PCBバイオセンサーによって、判定値を 0から 1 mg/kgに変化させた場合のスク
リーニング性能を評価した。 
評価には、110個の使用済み変圧器を LRGC/LRMSで測定し、それぞれの PCB濃度を決
定した（Fig. 4-7）。その結果、66試料はMRL以下、44試料はMRL越えであることが分か
った。また、試料の濃度分布はほぼ一様であり、特に MRL付近である 0.2 から 0.7 mg/kg
の試料が一様に 10個程度あることから、PCBバイオセンサーのスクリーニング評価におい
てかなり厳し条件であることも分かった。次に、これらの試料を最適化した PCB バイオセ
ンサーで測定し、その結果を LRGC/LRMSとの結果と比較して、FP、TP（true positive；ス
クリーニングによって正しく陽性と判断された試料、FN、TN（true negative；スクリーニン
グによって正しく陰性と判断された試料）の4つに分類した。ただし、判定値は0から1 mg/kg
の間において、0.1 mg/kg刻みの 11 パターンで行った。FP と FN の判定値に対する変化を
Fig. 4-8に示す。最適化された PCBバイオセンサーは判定値を 0.4 mg/kgに設定しても FN
率は 1％で以下であることを確認した。この時の FP率（偽陽性数/LRMSで MRL以下であ
る試料数）はたった 7％と良好であった。従って、最適化した PCB バイオセンサーは商品
化された PCBバイオセンサーの判定値（0.3 mg/kg）よりも高く設定でき、FP率を減少させ
る効果が見込める。日本の MRL は世界的に見ても非常に厳しい為、この PCB バイオセン
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サーは欧米やアジア諸国等でも有用であると考える。 
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Fig. 4-7 Histograms of PCBs concentrations of 110 used transformer oil samples. The 
concentrations shown were measured by LRGC-LRMS. 
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Fig. 4-8 Screening results for the PCB biosensor. 110 transformer oil samples were measured by 
the optimized PCB biosensor. The results were screened by various cutoff concentrations from 0 
to 1 ppm. This figure shows the relationship between the cutoff concentration and FP and FN 
rates. Symbol ▲ and ● are FP and FN. 
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第 5章 GC-ECDの選択的ピークパターン解析による絶縁油中 PCBの定量[55] 
 
5-1 概要 
 本報告では、電子捕獲型検出器付きガスクロマトグラフィー（GC-ECD）を用いた絶縁油
のポリ塩化ビフェニル（PCB）分析において、新たなクロマトグラムの解析法を提案する。
被測定試料中の PCB 由来のクロマトグラム上のピークを選択し、選択したピークに相当す
るあらかじめ測定した 4 種のカネクロール（KC）のピークの強度とパターンを組み合わせ
て近似し、試料の PCB 濃度として算出した。近似に用いるピークは、個々の強度に加え、
それぞれの KC において固有性が高いものを選択した。なお、97 種から KC ごとに 2 種、
合計 8 種のピークの選択が KC 濃度の近似に有用であった。これらの 8 種の信号ピークか
ら近似して決定した PCB 混入絶縁油の PCB 濃度は、高分解能質量分析や一般に用いられ
る GC-ECD のすべてのピークを解析に用いる電気協会法による PCB 濃度と良い相関を示
した。 
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5-2 諸言 
 
 ポリ塩化ビフェニル（Polychlorinated Biphenyl、PCB）は、電気絶縁材などに使用されて
きたが、昭和 47年に製造と使用が禁止され、現在 PCB含有物の無害化が進められている[56]。
一方、平成 14年に PCBを使用していないとされている変圧器などの重電機器の絶縁油に微
量の PCB が非意図的に混入した可能性が報告され[16]、PCB 汚染が疑われる機器を廃棄す
る際にはその汚染の有無を確認することが推奨されている。このため、数百万台に及ぶ機器
の汚染確認に簡便かつ安価に油中の PCBを測定する方法が必要となっている。 
日本で絶縁油に使われていた PCB 混合物は、4 種類のカネクロール(KC：PCB 異性体混
合物の商標。主体となる PCB同族体の塩素数毎に KC-300、400、500及び 600)であった。
それらが様々な混合比で使用されていただけでなく、PCB の汚染判定基準が微量であるこ
とから、従来は感度と分解能が高い高分解能質量分析が測定法として適用された。しかし、
その手法は費用と時間を要することから、電子捕獲型検出器付きガスクロマトグラフ
（GC-ECD）を用いて短時間かつ低廉に分析する方法が環境省によりマニュアル化されてい
る[51]。 
このマニュアルでは、GC-ECDにおける分析精度の向上のため、近年進歩した前処理法が
採用されている。また、別途検討された高分解能質量分析などから、キャピラリーカラムを
採用した GC-ECD のクロマトグラム上で得られる信号の 93 種のピークに相当する PCB 異
性体の情報も提供されている[51]。しかし、GC-ECDでは、複数の異性体が同じピークとし
て検出されるため、異性体別の定量値を求めることがでず、最終的に知りたい全異性体の合
計値である PCB 濃度は 93 種のピークから算出することとなる。このため、PCB 濃度の算
出には、4種の KCを等量含む試料(KC-mix)におけるピークの存在比(CB%)を用いる方法が
適用されている[51, 57]。即ち、各ピークの信号値に由来する被測定試料の異性体（同族体
の場合もある）濃度は、あらかじめ測定して定めた KC-mix の CB%を、該当するピークの
高さや面積で除して補正係数を算出し、その補正係数を用いて KC-mix換算として標準化し
て算出することになり、これらの総計である PCB濃度も同様となる。この存在比を用いた
方法は、一定の精度を有しながら簡便に行える優れた PCB濃度の算出法であるが、93種の
ピーク全てについて解析が必要であることや、CB%を KC-mixのロット毎に測定することな
どの課題がある。解析するピーク数の低減のためピークの間引き[51, 58]が報告されている
が、その科学的根拠は十分に明らかとなっていない。また、CB%の決定には PCB異性体標
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品を用いた溶出位置の確認を基に、KC-mixについて溶出条件を種々変えた高分解質量分析
などにより 209種類の異性体について存在比を測定する膨大な作業が必要となる。 
一方、著者らは GC-ECDのクロマトグラム上のピークを使ってパターン近似による PCB
濃度の算出法を提案した[46]。被測定試料中の PCB異性体は KC由来であり、その組成は、
ある一定の異性体組成を有する 4 種の KC の混合比に由来する。即ち、PCB 濃度が未知の
被測定試料におけるピークの強度とパターンは、ある比率で混合した KCのピークの強度と
パターンから近似できる。実際、パックドカラムを用いた GC-ECDで PCB含有油を分析し
た場合のクロマトグラム上の信号の 26 種のピークを、4 種の KC を同様に分析した場合の
ピークの組み合わせから強度とパターンを近似した結果、絶縁油の PCB濃度を総 KC 濃度
として算出することが可能であった[46]。このパターン近似では上述の CB％を用いない利
点がある反面、キャピラリーカラムへの適用を想定した場合、90 種を超えるピークの解析
を行う必要がある。 
そこで本報告では、キャピラリーカラムを用いた GC-ECDにおいて、実測が難しい CB%
を用いることなく、解析ピーク数を低減した迅速な PCB 濃度算出法を提案することを目的
とした。結果として、クロマトグラムとして得られる 97種のピークについて強度と KC間
の固有性（ある KCにおいて特に検出されるピーク）を指標とした選択方法を見出し、この
方法により選択したピークの強度とパターンを組み合わせた近似から絶縁油中の PCB 濃度
を算出できる知見を得た。  
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5-3 実験方法 
 
5-3-1 SO3添加濃硫酸多層シリカゲル前処理 
 本報告の新しい解析法の考案において、4 種類のカネクロール（KC）を単独または混合
して含む絶縁油、及びその解析法の検証としての使用済み変圧器から採取した PCBを含有
する絶縁油は、環境省の絶縁油中の微量 PCBに関する簡易測定法マニュアル（第 3版）[51]
に記載の SO3 添加濃硫酸多層シリカゲル処理に従って前処理操作を行った。簡単には、下
から硝酸銀含浸シリカゲル、無水硫酸ナトリウム、アミノプロピルシリカゲル、無水硫酸ナ
トリウム、発煙硫酸含浸シリカゲル、無水硫酸ナトリウムを充填したカラム A の直下に、
下から活性アルミナ、無水硫酸ナトリウムを充填したカラム Bを配置した。油試料（75 µl）
をカラム Aに添加し、n-ヘキサン 100 µlを添加して試料をカラム内に流下した。3分間室温
にて静置した後、更に n-ヘキサン 200 µlを添加し、同様に 3分間静置した。静置後、n-ヘ
キサン 15 mlを流下し、油試料を展開した。カラム Aからの溶出が停止したら、カラム B
に直接 n-ヘキサン 3 mlを添加し、溶出が止まるまで静置した。この後、カラム Bにジクロ
ロメタン 5 mlを流下し、100から 1000 µl（最終液量に合わせて）の n-ノナンを入れた 30 ml
容濃縮フラスコに溶出液を回収した。溶出液はロータリーエバポレーターにて、温浴（30℃）
しながら減圧下で数百 µl程度まで濃縮し、500 µlに定容して GC-ECD分析に供した。 
 
5-3-2 電気協会法に基づく前処理 
 本報告で考案した新しい解析法を比較検証するための一般的な GC-ECD 法として、使用
済み変圧器から採取した PCB を含有する絶縁油は、電気協会法[59]を基本とした手法でも
前処理を行った。簡単には、下から海砂 1 g、シリカゲル 10 g、硫酸ナトリウム 2 gを充填
したカラムに、絶縁油試料 1 gを n-ヘキサンで 10 mlに定容した溶液の全量を供した 。こ
の後、n-ヘキサン 70 mlを加え、毎秒 1滴程度で流出させた。この流出液の PCB含有画分
を捕集して n-ヘキサンで 50 ml定容して GC-ECD分析に供した。 
 
5-3-3 電子捕獲型検出器付きガスクロマトグラフ測定 
 SO3添加濃硫酸多層シリカゲル処理した試料の測定には、キャピラリーカラム（アジレン
ト製、DB-5ms；内径 0.25 mm×長さ 30 m×膜厚 0.1 µm）を装着した GC-ECD装置（アジレ
ント製、6890N）を用いた。キャリアガス条件は He 1 ml/min、メイクアップガス条件は N2 35 
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ml/min である。注入温度は 280°C、検出器温度は 300°C に設定した。カラム温度は、１分
間 60°Cで一定とした後、昇温（20°C /min）して 170°Cで 0.5分間一定とし、再び昇温（1°C 
/min）して 185°Cに達したら、昇温速度を 10°C /minとして 300°Cで 1分間定温とした。注
入量は 0.5 µlとした。電気協会法処理した試料の測定には、キャピラリーカラム（アジレン
ト製、HP-5；内径 0.32 mm×長さ 30 m×膜厚 0.25 µm）を装着した GC-ECD装置（アジレ
ント製、6890N）を用いた。キャリアガス条件は He 2.2 ml/min、メイクアップガス条件は
N2 30 ml/minである。注入温度と検出器温度は 280°Cに設定した。カラム温度は、2分間 60°C
で一定とした後、昇温（30°C /min）して 170°Cに達したら、再び昇温（3°C /min）して 260°C
で 5分間定温とした。注入量は 2 µlとした。 
 
5-3-4 濃度換算 
既報[46]を基に、以下の手順で絶縁油試料中の KC 濃度と PCB 濃度を算出した。予め 4
種の KCを 1 mg-KC/kg-oil濃度で添加した 4種の絶縁油を調製し、SO3添加濃硫酸多層シリ
カゲル処理を行った。この後、GC-ECD分析により、保持時間が異なるクロマトグラム上の
信号の 97種のピ－クを定め、このうち後述する数種を選択して、信号強度を KC毎に求め
た(Fig. 5-1)。次に、被測定試料として KCあるいは PCBを含む絶縁油について、選択した
数種のピ－クの強度を求めた。この被測定試料における数種のピークの強度のパターンに近
似するように、KCの構成比を変化させて各 KCから得た強度を組み合わせた（パターン近
似）。近似の結果として得られた KC 濃度の総和を PCB 濃度として算出した。具体的には、
パターン近似は、被測定試料の 97種のピ－クのうちある種のピークの強度を mPi とする。
また、1 mg-KC/kg-oil の濃度で KC-300、KC-400、KC-500あるいは KC-600を含む試料の同
じピークの種類の強度を、それぞれ KC3i、KC4i、KC5i、及び KC6i とする。これらの値を
式 1に代入し、被測定試料と各 KC試料を組み合わせたピークの強度の差（error）が、最小
となるように C3、C4、C5及び C6を変化させて近似する。なお、nは選択したピークの数
となる。 
 
Eq. 5-1 
error = ��[𝑚𝑚𝑚 − (𝐶3 ∙ 𝐾𝐶3𝑚 + 𝐶4 ∙ 𝐾𝐶4𝑚 + 𝐶5 ∙ 𝐾𝐶5𝑚 + 𝐶6 ∙ 𝐾𝐶6𝑚)]2ｎ
𝑖=1
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一方、近似の結果として全ピークの強度を求める場合、選択した数種のピーク以外のピ－
クについては、ピーク毎に予め実測した既知の各 KC濃度における強度に近似した各 KC濃
度を積算し、その総和を該当するピークの強度とした。例として、4種の KCを等量含む絶
縁油について、パターン近似した結果を Fig. 5- 2に示した。
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Fig. 5-1 Chromatogram of GC-ECD with capillary column for KC-mix amended insulating oil. 
Four kinds of Kanechlor were mixed with equal quantity in insulating oil. The oil, combined 
concentration of 1 mg-KC/kg-oil, was analyzed after pretreatment using a silica gel multilayer 
column containing SO3 and sulfuric acid. Arrows indicate the case of twelve selected signal 
peaks. 
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Fig. 5-2 Computed signal intensities by fitting the measured peak intensities of the 
corresponding 97 peaks for KC-mix on GC/ECD. The signal intensities of the eight peaks 
indicated, as measured for each pure KC, were weighted and summed with the weights 
determined by a least squares algorithm designed to give the optimum correspondence between 
the weighted sum and the measured peak pattern. The sum of the weighting factors gives the 
total PCB concentration and the individual weights a predictive proportion of KCs. The signal 
intensities of the other 89 peaks were then generated on the basis of KC proportion. The black 
and white columns indicate the computed and measured signal intensity respectively.  
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5-4 結果 
 
5-4-1 ピークの設定と選択の指標 
 本報告では、PCBを含む絶縁油の分析において GC-ECDのクロマトグラム上の特定の種
類のピークを組み合わせることにより、被測定試料のピークの強度とパターンを近似（以降、
パターン近似と記載）して PCB 濃度を算出することを検討した。初めに、各 KC において
PCB に該当するピーク種の設定を行った。高分解能ガスクロマトグラフ質量分析計
(HRGC-HRMS)を用いた方法[45]により濃度の確認を行った各 KC 及び 4種の KC（KC-300, 
400, 500, 600）を等量混合した KC-mixを 1 mg-KC/kg-oilで含む絶縁油を SO3添加濃硫酸多
層シリカゲル処理し、キャピラリーカラムを装着した GC-ECD に処理液を注入して信号を
記録した（Fig.5-1）。各 KC及び KC-mixについて記録した信号のピークに共通の 97番まで
の番号を付与して種別した。既報[51]においてキャピラリーカラムを装着した GC-ECD で
KC-mixを分析した場合に得られるピークが報告されており、本報告でも類似のピークが得
られた。 
 次に設定した 97種のピークの選択について検討した。キャピラリーカラムでは 97種のピ
ークが得られたが、最終的な濃度算出の迅速化のために近似に用いるピーク数は少ない方が
望ましい。そこで、近似に用いるピークを選ぶために、判断基準となる指標値の設定を試み
た。まず、各 KCを 1 mg-KC/kg-oilで含む絶縁油試料を SO3添加濃硫酸多層シリカゲル処理
した。次に、キャピラリーカラムを装着した GC-ECDにその処理液を注入し、得られた 97
種のピークについて KC濃度に対する強度比を求めた。その後、これらの強度比を解析して
ピーク種毎に各 KC における固有性を数値化した。具体的には、あるピーク種について
KC-300によって得られた強度を、同じピーク番号の KC-400, 500, 600における強度のうち
の最大値で除することで数値化した。KC-400, 500, 600についても同様の方法で固有性を数
値化した。最後に、各 KCについてピーク種毎の強度と数値化した固有性を積算し、両因子
を加味した指標値とした。 
 
  
- 72 - 
 
5-4-2 選択したピークによるパターン近似の検証 
まず、パターン近似を行うにあたり、数の根拠は後述するが、検討のため各 KCから指標
値の高い順に 3種のピーク、合計 12種を選んだ（Fig. 5-3）。これらの選択したピークを用
いたパターン近似により、絶縁油に添加された種々の濃度の KC-mix（4 種の KC を等量混
合）を GC-ECD にて分析し、総 KC 濃度を算出した。また、近似の結果として得られる各
KCの濃度も合わせて算出した（Fig. 5-4）。各 KCおいて最も指標値の高かったピーク 15番
(KC-300)、25番(KC-400)、58番(KC-500)、87番(KC-600)の 4種を用いたパターン近似では、
絶縁油に添加した総 KC濃度と算出された総 KC濃度の間には、傾き 1.11の良好な正の比例
関係が認められたが、算出された各 KCの濃度間で差が大きかった(Fig. 5-4A)。一方、15,16
番（KC-300）、25,29番（KC-400）、50,58番（KC-500）、65,87番（KC-600）の 8種のピーク
を用いた場合、並びに 6,15,16番（KC-300）、25,29,36番（KC-400）、50,58,77番（KC-500）、
65,87,93番（KC-600）の 12種のピークを用いた場合のパターン近似において、絶縁油に添
加した総 KC濃度と算出された総 KC濃度の間には、傾き 0.98から 1.13の良好な正の比例
関係が認められ、算出された各 KCの濃度間の差も小さくなった(Fig. 5- 4B,C)。これらの総
KC濃度における比例関係と各 KC間の濃度差は、97種のピークをパターン近似(Fig. 5-4D)
に用いた場合と顕著な違いがなかった。以上、指標値の高い順に各 KCについて少なくとも
2種(合計 8種)のピークを選択するパターン近似により、被測定試料中の KC濃度を算出で
きることが示された。これは、各 KCについて選択するピークを複数にすることで、各 KC
をパターン近似する際に、KC間の差別化が高まることに起因すると考えらえた。 
ピークの複数選択により KC間の差別化が強調されるのであれば、各 KCを単独で含む絶
縁油試料について、8 種のピークを用いたパターン近似を適用した場合には、含有しない
KCは算出され難いはずである。そこで、各 KCを単独で種々の濃度で含む絶縁油について、
8 種のピークを用いたパターン近似により KC 別濃度を算出した（Fig. 5-5）。その結果、
KC-300のみを含む絶縁油において、KC-400が近似の結果として低濃度で算出されたものの、
KC-400、KC-500、KC-600をそれぞれ単独で含む絶縁油においては、含有する KCのみが濃
度値として算出された。また、これらの算出濃度を総和した総 KC濃度と絶縁油に含まれる
KC 濃度の間には、いずれの KC を単独で含む絶縁油においても傾き 0.99 から 1.09 の良好
な比例関係が認められた。以上、指標値の高い順に各 KCについてピークを複数選択するこ
とで、パターン近似において被測定試料中の KC間の濃度算出の誤差を抑制できることが示
された。 
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Fig. 5-3 Weighted orthogonality of 97 peaks on GC/ECD for four Kanechlors. Oil containing 
Kanechlor at 1mg-KC/kg-oil was analyzed by GC/ECD with capillary column, and 97 distinct 
peaks were identified number by the eluted order with signal intensity. The orthogonality score 
was calculated from division of signal height in a certain Kanechlor by the maximum signal 
height in the other Kanechlors. The weighted orthogonality score was calculated by 
multiplication of peak height by orthogonality score. Panel A, B, C, and D represent KC-300, 
KC-400, KC-500, and KC-600. Arrows indicate the case of twelve selected signal peaks. 
  
A 
B 
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5-4-3 PCB汚染油を用いたパターン近似の精度検証 
指標値から選択した 8 種のピークを用いたパターン近似により、14 個の変圧器から採取
した使用済絶縁油について総 KC 濃度を算出し、PCB 濃度とした。また、本法とのクロス
チェックのため、同じ絶縁油について、広く使用されてきた電気協会法[59]を基本に前処理
し、キャピラリーカラムを装着した GC-ECD分析にて全てのピークを解析して PCB濃度を
決定した。比較にあたっては、同じ絶縁油について HRGC-HRMS [45]にて測定した PCB濃
度を指標とした（Fig. 5-6）。パターン近似と HRGC-HRMSにより決定した PCB濃度の間に
は 1 mg-PCB/kg-oilまでの濃度範囲において、決定係数として 0.97が得られた。なお、相関
を示す 1次関数の傾きは 1.04 であった。同様に、電気協会法を改良した前処理に続くキャ
ピラリーカラムを装着した GC-ECD 分析と HRGC-HRMS による PCB 濃度間の決定係数は
0.97、相関を示す 1次関数の傾きは 1.07であった。以上、各 KCから指標値の高い 2種合計
8 種選択したピークを用いたパターン近似により、使用済絶縁油中の PCB 濃度が算出可能
であることが明らかとなった。また、算出した濃度値は、GC-ECDを用いた代表的な方法及
び HRGC-HRMSによる PCB濃度と良い相関が認められた。 
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Fig. 5-6 The relationship of HRGC-HRMS and pattern analysis on GC-ECD in PCB 
concentrations of insulating oils samples from the used transformers. Circle symbols (●) 
indicate PCB concentrations determined by GC-ECD with pattern analysis using the selected 
eight peaks (peak 15, 16, 25, 29, 50, 58, 65 and 87 as shown in Fig. 5-3 and Fig. 5-1). Triangle 
symbols (▲) show PCB concentrations determined by GC-ECD along with JEAC analysis. 
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5-5 考察 
 
5-5-1 ピーク選択に重要な指標 
分析の簡易・迅速化には、PCB 濃度算出に要する解析ピーク数が少ない方が望ましい。
一方で、ピークの選択には根拠を明確とする必要がある。本報告では、5-4-1 においてピー
クの強度とKC間の固有性を加味した指標値(Fig. 5-3)を用いる一元的な選択の手法を提案し
た。以下に指標値を用いた理由を説明する。理由が明確となる典型的な例は、指標値を基に
各KCから 2種合計 8種のピークを選択して近似した場合に算出される各KC濃度と添加し
た総 KC 濃度との誤差が挙げられる。Fig.5-4 B1 に示すように、各 KC 濃度が 0.25 
mg-KC/kg-oil（総 KC濃度は 1 mg-KC/kg-oil）の時、近似から算出される各 KC濃度の誤差
は、KC-400の 0.22 mg-KC/kg-oilから KC-300の 0.29 mg-KC/kg-oil であり、-12から+16％以
内であった。一方、本報告にデータは掲示していないが、同様に各 KCから 2種合計 8種の
ピークを、それぞれ固有性の高い順に選択した場合は、各 KC濃度が 0.25 mg-KC/kg-oilの
時、近似から算出される各 KC濃度の誤差は±40％程度となり、指標値を基に選択した場合
に比べて誤差が大きくなった。また、この傾向は強度の高い順に選択した場合も同様であっ
た。以上から、パターン近似においてピークの選択にあたっては、強度と固有性の両因子を
加味することが重要であり、本報告において提案した両因子を加味した指標値により選択が
可能となる。また、選択により解析ピーク数が低減され、分析の簡易・迅速化が可能となる。 
 
5-5-2 選択的ピークパターン近似の新規性と課題 
本報告においてキャピラリーカラムを採用した GC-ECD においてピークの選択方法が新
規に提案され、パターン近似のおけるピーク数の低減により、PCB 濃度算出が迅速化され
る利点が期待される。また、パターン近似は、既往のキャピラリーカラムを採用した GC-ECD
で採用されている、手間のかかる CB％を PCB濃度算出に必要としない利点もある。なお、
パターン近似の考え方は著者らの既報[46]により報告されているものの、全てのピークを解
析に用いる方法であったため、本報で新規に提案されたピーク選択法と合わせたパターン近
似とは異なる。 
一方、パターン近似は、例えば KC 以外の PCB異性体混合物であるアルクロールの混合
物にも適用可能と考えられるが、KCとアルクロールの両者が混在する試料においては PCB
濃度算出に誤差が大きくなる課題もある。これは、現状でのパターン近似が一定の PCB異
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性体組成を有する 4種の KCを基に行われていることに起因する。この課題は、本報告で示
されたピーク選択により、4種の KCの他に、例えば 4種のアルクロールを加えた近似を行
うことで解決される可能性がある。 
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第 6章 韓国の PCB汚染変圧器のスクリーニングを目的とした抗体と前処理法の開発[60] 
 
6-1 概要 
 
絶縁油中に含まれているカネクロール（主に日本で使用していた PCB 混合物）を測定す
るためのイムノアッセイをアロクロール（主にアメリカや韓国で使用されていた PCB 混合
物）向けに改造した。初めに、韓国の変圧器に使われていた 4種類のアロクロールに対して
均一かつ高感度に反応する抗体を開発した。次に、韓国絶縁油は非意図的に少量の合成油（ま
たは類似物質）が混入していることが判明したため、従来の日本の絶縁油（鉱油）向けの
PCB 抽出法にもう 1 つ前処理カラムを追加することで対応した。これらの改造結果は、代
表的な合成油に対する除去効果や、高分解能ガスクロマトグラフ高分解能質量分析計との分
析結果の比較によって評価した。最後に、韓国のスクリーニング手法としての適合性評価と
して、韓国における 500個の使用済み変圧器から採取した絶縁油を、開発した手法で汚染判
定し、その結果を韓国公定法で確かめた。本法は韓国のアロクロール混入変圧器をイムノア
ッセイでスクリーニングした初めての実施例である。 
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6-2 諸言 
 
 PCBは 1973年に世界で初めて日本で禁止され[12]、続いて 1976年にアメリカが禁止し
[50]、1993年には多くの世界で禁じられた[13]。2013年、179の国々がストックホルム条
約を締結し、2025年迄に PCBの使用を完全に止めること、そして 2028年迄に PCBを撲
滅させることを努力義務としている[14]。大気中の PCB は 1990 年代から 8.5 年を半減期
として指数関数的に減少する傾向を示しているが[61, 62]、PCBを含む重電機器等の貯蔵品
は減少する傾向が無く、正確な数字は不明であるが、かなりの量が存在していると予想され
ている[63]。 
 変圧器の絶縁油に対する PCB規制は国によって様々である。例えば、日本は最も厳しい
条件（最大許容濃度（MRL）は全 PCBの合計値が 0.5 ppm以下）を課しており、PCB混
入の可能性があるものは測定が義務化され、汚染物は廃棄する前に洗浄または焼却処分する
ことが義務付けられている。韓国の場合はMRLが 2 ppmと異なっているが、取扱いは日
本とほぼ同様である。いずれにしても、これらの規制は大規模な測定を必要とするため、安
価で迅速な PCB測定法が求められている。 
 我々の過去の研究は、変圧器の絶縁油中に含まれる PCB混合物に対するイムノアッセイ
システムの開発である[18, 34-36, 41, 49, 52, 53, 64]。しかし、それらは全てカネクロール
向けに研究されており、韓国で主に使用しているアロクロールに対しては未確認である。
我々以外のアロクロールに対するイムノアッセイの過去の報告では、抗体の特異的反応性に
よって、アロクロールの種類に対して結果にばらつきがあることが報告されている[65-67]。
そのため、その問題を解決するために、アロクロールに対して均一に反応する抗体を選定す
る必要がある。 
また、アロクロールが混入している絶縁油に対して、イムノアッセイに利用できる前処理
法の適応性確認も必要である。前処理法は絶縁油の種類や抗体の種類に対して必ずしも同じ
とは限らないため、測定対象物や抗体等に応じて再構築が必要となる。我々以外の研究では、
韓国変圧器の絶縁油中アロクロールを検出するためのイムノアッセイ法に対する有効な前
処理法の情報は見当たらない。 
そこで本研究では、韓国の変圧器の中に含まれるアロクロールに着目した。初めに、韓国
で使用していた種々のアロクロールに均一かつ高感度に反応する抗体を開発した。次に、合
成油が混入していた韓国の絶縁油とその抗体に適合する前処理法を開発し、80検体を 1日
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で測定できることを確かめた。さらに、500個の韓国変圧器から採取した絶縁油のアロクロ
ールの汚染判定を実施し、その性能を評価した。  
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6-3 実験方法 
 
6-3-1 安全対策 
 PCB は健康被害を及ぼすため、アロクロール混合物は毒物になる。したがって、実験で
取り扱う際は、常にゴム製の手袋を装着した。全ての PCBサンプルは、使用しない時は施
錠された試薬庫で厳重に管理し、使用中も安全性が確保された場所でのみ使用した。実験で
発生した PCB付着物は全て日本の基準に従った処分をできる会社へ依頼した。また、発煙
硫酸カラムはドラフト内で使用した。 
 
6-3-2 試薬類 
スカシ貝ヘモシアニン（KLH）はシグマアルドリッチ製（カタログ No. A2512）を利用し
た。脱塩カラム（10DG）はバイオ・ラッドラボラトリーズ社製（カタログ No. 732-2010）
を利用した。骨髄腫細胞株（NS0）は理化学研究所バイオリソースセンターから購入した。
商品化された PCB 混合物（Ar-1242、Ar-1248、Ar-1254、および Ar-1260）はジーエルサイ
エンス株式会社製（カタログ No. 1021-19333、1021-19334、1021-19335、および
1021-19336）の物を利用した。ジメチルスルホオキシド（dimethyl sulfoxide：DMSO）は
株式会社同仁化学研究所製（カタログ No. 346-03615）の物を利用した。牛血清アルブミン
（Bovine serum albumin：BSA）はシグマアルドリッチ製（カタログ No. A-9647）の物を利
用した。リン酸緩衝生理食塩水（Phosphate buffered saline：PBS）は自作した。具体的には、
137 mM の塩化ナトリウムと、3ｍMの塩化カリウムと、20 mMの リン酸水素ナトリウム
と, 1.5 mMのリン酸二水素カリウムと、1.5 mMのアジ化ナトリウムを混合した（pHは約
7.4であった）。これにブロッキング剤として、BSAを 0.1％（w/w）の濃度で添加した物（以
下、PBSBと略す）も別途用意した（また、PBSBに 2％（v/v）の割合で DMSOを添加した
物を PBSBDと称する）。ノルマルヘキサン（カタログ No. 089-07393）、シリカゲル（から
ログ No.238-01781）、10％硝酸銀シリカゲル（カタログ No.197-11611）、および 44％硫酸シ
リカゲル（カタログ No.191-11631）は全て和光純薬工業株式会社製の物を利用した。PCB
不含電気絶縁油（JIS C 2320 1種 2号）は松村石油製（カタログ No.C0021）を利用した。イ
ムノアッセイキット（前処理カラム、検出セル、携帯型吸光度測定器）は株式会社住化分析
センター製の物を利用した。 
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6-3-3 抗体 
PCBの 5'-位置にマレイミド基を 5炭素のスペーサーで合成した。NMRや HPLCの分析結
果より、塩素の分布は主に PCB 3,4,2’,4’,6’ であり、PCB 4,2’,4’,6’ 、PCB 2,4,2’,4’,6’ が
少量含まれるような物であると考えられる。 
免疫においては、生後 6週間の 3匹のマウス（全ての動物は電力中央研究所のガイド
ラインに従って取り扱った）にアジュバント（TiterMax Gold、CytRx Corporation社
製）と混合した 200 µgの抗原を腹腔内に注射した。2回目の注射は 1回目の注射から
3週間後に行われた。3回目の注射は 2回目の注射から 2週間後に行われた。その 1週
間後に採血し、10,000 rpmで 1分間遠心分離した後、血清（上澄み）を得た。この血
清に対する 4種のアロクロール（Ar1242, 1248, 1254, 1260）の反応性は KinExA3000
（Sapidyne Instruments Inc.社製、BSAに合成された塩化ビフェニルに対する能力は
既報で報告されている[35, 52, 53]）によって確認した。簡単には、結合平衡除外の免疫
測定法で、キャピラリーセルと蛍光測定器から構成され、キャピラリーセルには自動的
に免疫活性個体粒子を充填させる機能がある。試料はそこに自動的に送液され、抗体は
免疫活性粒子に補足される。そこに蛍光標識された二次抗体（アンチマウス IgG抗体）
を送液することで、補足された抗体量を計測できる。この手法によって選ばれた血清を
持つマウスに最後の免疫注射を実施した。4日後、脾臓細胞をエチレングリコール 1500
によってミエローマ細胞と融合させ、10枚の 96ウェルのフラットボトムプレートによ
って 10日間培養した。この中にあるアロクロールに対して有効なハイブリドーマ細胞
は既報[37]に従ってスクリーニングした。その選ばれたハイブリドーマ細胞はメチルセ
ルロースベースの半固形培地（ClonaCell-HY、Stemcell Technologies Inc.社製）でク
ローン化した。腹水はハイブリドーマ細胞をマウスに注射することによって生産させた。
抗体はプロテイン A セファロースカラムキット（バイオラッド研究所社製）を用いて
精製した。精製した抗体の純度は、HPLC ( high performance liquid chromatography )
によって確認した。 
抗体標識については、金コロイドを一般的な方法で吸着させた[68]。簡潔には、0.01%
のテトラクロロ金酸（Ⅲ）（HAuCl4）は 1％のクエン酸ナトリウム（C6H8O7）と混合
した。その混合液は 10分間沸騰した後、20°Cまで冷却し、炭酸カリウム（K2CO3）の
滴定によって pHを 9.15に調整した。その後、PCB抗体を添加し、2分間反応のため
に放置した。そして、10％の BSAを添加することによって、未反応の金コロイドから
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ブロッキングした。最後に、25°Cに温調した遠心分離機によって 9000rpmで遠心分離
し、沈殿液を回収した。 
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6-3-4 バイオセンサーの抗原担体膜 
Fig. 6-1に PCBバイオセンサーの概略図を示す。新しい抗体のために、過去に使用された
ジクロロフェノール BSAコンジュゲート[36]を担体膜（31ET-Chr、GEヘルスケア社製）に
コーティングし、未反応抗体と反応抗体の分離に利用した。簡潔には、ジクロロフェノール
誘導体（以後、S1と称す）は、1.7 mg/mLの BSAを含むホウ酸バッファ （ー100 nM、pH 9.8）
と 4°Cの環境下で一晩混合された。この混合物（S1-BSAと称す）中にある反応しなかった
S1 はゲル濾過カラム（展開液は PBS）によって取り除いた。精製された S1-BSA はナノド
ロップ 1000（サーモフィッシャー社製）によってタンパク質濃度を測定した。最後に、膜
は S1-BSA溶液に浸漬し、ゆっくりと一晩撹拌させて、膜に S1-BSAを吸着させた。 
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Fig. 6-1 Diagram of PCB biosensor system. PCBs are extracted from the transformer oil by the 
pretreatment and mixed with antibody solution. The sample antibody mixture is flowed through 
the immobilized PCB-conjugate membrane in the detection cell. The color change of membrane 
in the cell is measured as an absorbance change to determine PCB concentration. 
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6-3-5 前処理 
変圧器の絶縁油中アロクロールは、本研究のために新たに開発した 2段カラム法によって
抽出した（Fig. 6-1）。上段のカラムは日本の変圧器絶縁油のために開発された 4層カラムで
あり、上から第 1層と第 3層は無水硫酸ナトリウム（0.5 g）、第 2層は発煙硫酸含浸シリカ
ゲル（2 g）、最下層はアミノプロピルシリカゲル（1.5 g）である。今回新たに開発した下段
のカラムは 2層で構成されており、上層は無水硫酸ナトリウム（0.5 g）、下層は硝酸銀シリ
カゲル（0.2 ｇ）である。 
使い方は、まず 0.25 gの測定対象絶縁油を上段のカラムに滴下した。次に、0.2 mLのヘ
キサンを滴下し、試料を第 2層へ移動させた。第 2層で十分に反応させるために 3分間待ち、
その後 10 mLのノルマルヘキサンを添加し、試料を第 3層、第 4層、下段のカラムへと移
動させ、最終的に下段のカラムを通過した液を全て回収した。続いて、その回収液に 0.25 mL
のDMSOを添加し、40°Cの浴槽によるロータリーエバポレーターでヘキサンを揮発させた。
最終的に残った溶液（絶縁油と DMSO）は遠心分離（10,000 rpmで 1 分間）した後、分離
された下層の DMSOを 0.15 ml採取した。 
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6-3-6 測定 
測定においては、前処理で回収した DMSOを、金コロイド標識抗体を含む PBSBで希釈
した。ただし、DMSO濃度（2％）と抗体濃度（150 pM）は既報に従って決定した[49]。調
製された溶液は、抗原抗体反応のために 30分以上静置し、その後 S1-BSAでコーティング
された膜が組み込まれている検出セルに送液した。この時、アロクロールに反応しなかった
抗体の一部は、この検出セルの膜に補足されるため、膜の色は標識物質の色に変化する。こ
の色の変化を専用測定器で測定することによって、未反応抗体量からアロクロール濃度を既
報に従って算出した[49]。簡単には、相対反応値（アロクロールを含まないサンプルの吸光
度を基準としたアロクロールを含む試料の吸光度の相対値）と、あらかじめ濃度が分かって
いるアロクロールを測定した校正曲線によって換算した。 
 
  
- 90 - 
 
6-3-7 機器分析 
高分解能ガスクロマトグラフ高分解能質量分析計（ High-resolution gas 
chromatography / high-resolution mass spectrometry: HRGC/HRMS）は日本の公定
法[45]に従って行われた。また、研究の目的に応じて、韓国公定法[58]でも分析した。 
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6-4. 結果と考察 
 
6-4-1 抗体 
 韓国の変圧器に使用されていた PCBは 4 種類のアロクロールであり、Ar1242（3塩素主
体）、Ar1248（4 塩素主体）、Ar1254（5 塩素主体）、および Ar1260（6 塩素主体）である。
一般的に、これらの PCBは混合されて使用されていたが、それらの混合比等は不明である。
それに対して、韓国（日本もアメリカも同様である）の PCB 規制は、その混成比には依存
せず、全 PCBの重量で規定されている。一般的に、PCBの種類によって抗体の反応性が異
なるため、イムノアッセイでは PCB を過大評価（または過小評価）してしまう。したがっ
て、イムノアッセイで全 PCB の総重量を正確に測定するためには、4 種類のアロクロール
に対して均一に反応する抗体を開発することが重要である。 
 我々の実験によって、Fig. 6-2に示すように、4つのアロクロールに対して均等に反応す
るような抗体（OD8B11抗体：以後、OD抗体と略す）が得られた。この理由は、マウスに
複数種の PCB（4から 5塩素主体の PCB-KLHコンジュゲート）によって免疫させたためだ
と推測する。この推測を確認するためには、抗原を複数種混ぜなかった場合と比較すること
によって可能であると考えるが、ここでは確認しなかったため、推測で止めておく。 
OD抗体の 4種類のアロクロールに対する解離定数（Kd）を KinExAのソフトウェアによ
って計算し、K2A抗体（既に日本で使われており、4種のカネクロールに対してほぼ均一に
反応する）との比較を試みた。結果、OD抗体の 4種のアロクロールに対する Kdは 0.2から
0.5 ppbであり、過去の報告[52]による K2Aのカネクロールに対する 0.5から 1.44 ppbと比
べて良好であった。従って、この新しく開発した OD抗体の方が、韓国の規制値である 2 ppm
をより正確に測定できる可能性が高いと考えた。  
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Fig. 6-2 Response curves for OD8B11 antibody reacting with four kinds of Aroclor. Symbols ●, 
▲, ■, and ▼ are Ar1242, Ar1248, Ar1254, and Ar1260. All data were measured by KinExA and 
relative response was calculated by the percentage of zero Aroclor a standard. Each curve was 
calculated from best fit Kd for each data set. 
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6-4-2 前処理 
 前処理法の開発の事前調査として、日本の変圧器絶縁油（鉱油）に利用していた前処理法
を試してみたが、実際の PCB 濃度より過大評価する場合が多く見られた。その理由として
は、前処理後に抗体と混ぜ合わせた試料が白濁していたため、抗体が不活性になっている、
または免疫反応が妨害されていると考えた。その試料を GC/FID（flame ionization detector）
で分析した結果、Fig.6-3A に示す合成油を GC/FID で分析したとスペクトルと類似し
ている結果であることを確認し、合成油または類似物質が混入していると判断した。従
って、我々は合成油の様な物質を除去する前処理法の研究に着手した。 
 韓国の公的な PCB抽出法は、アルカリ分解処理、液-液抽出、硫酸処理、そしてシリ
カゲルカラムによる精製である。この手法は効果的ではるが、時間と手間がかかる（1-2
試料/日）[69]。別の迅速な前処理法（加熱多層シリカゲル/アルミナカラム精製法）は
24 試料/日を達成していることが報告[69]されているが、スクリーニング目的としては
更なる迅速性が重要だと考える。 
 イムノアッセイの特異性を利用し、我々は 4層カラムを基本とした迅速な前処理法を
考案した。6-2-5で説明した 2段カラムによって、前述の韓国公定法や迅速前処理法よ
りも更に迅速（80試料/日以上）に、10％以下の合成油に対する悪影響を抑えることに
成功した。その結果は Fig. 6-3Bに示すように、ポリブテンを除いた 10%以下の合成油
を含む鉱油を測定した結果は、PCB を含まない 100％鉱油の測定と比べて顕著な変化
は認められなかった。また、Fig. 6-3Cに示すように、1 ppmのアロクロールミックス
（4種類のアロクロールを等量重量で混合したもの）も同様に、合成油を含まない 100％
鉱油の測定と同等の結果が得られた。我々は、発煙硫酸を保持する第一カラムによって
鉱油と合成油の一部は取り除かれているが、反応しきれなかった合成油成分が残ってい
ると推察する。更に、硝酸銀（主に硫黄合成物や脂肪族炭化水素と反応することが知ら
れている[70]）を保持するカラムによって、PCBと抗体の反応を阻害する残りの合成油
が除去されているとも考えている。PCB バイオセンサーの反応値は、未反応抗体が膜
にある疑似 PCB と結合することによって増加するため、未反応抗体と疑似 PCB の反
応が阻害されるような成分が残っている場合、その分 PCBバイオセンサーの反応値は
下がり、結果的に PCB濃度を過大評価することにつながる。スクリーニングにおいて、
PCB濃度を過大評価することは好ましいとは言えないが、PCB濃度を過小評価するよ
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りは安全側に配慮されていることになるため、スクリーニングという観点からすれば、
この影響があったとしても致命的な問題にはならないと考える。 
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Fig. 6-3 Effect of coexisting synthetic oils in mineral oil on PCB Biosensor response. Six kinds of 
synthetic oil listed in panel A were mixed with mineral oil. Diagonal striped bars, gray tone bars and 
horizontal striped bars represent 10 %, 20 % and 50 % of each of synthetic oil added to mineral oil 
respectively. The solid horizontal line represents 100 % pure mineral oil. These mixed oils were 
individually treated with the two column system described in the experimental section, and the 
resultant extract was suspended into a gold labeled antibody solution. The solution was flowed 
through the detection cell and absorbance was measured. Panel B shows the response to zero PCB 
mixed oil samples and panel C shows the relative response to 1 ppm of mixed Aroclors (equal 
weight of Ar1242, Ar1248, Ar1254 and Ar1260) as a percentage of the corresponding zero Aroclor 
mixed oil respectively. The bars in the panels represent the average of triplicate determinations 
performed as individual experiments and error bars indicate ±1S.D.  
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6-4-3 HRGC/HRMSとの比較 
 絶縁油中のアロクロール濃度を換算するために、あらかじめ濃度がわかっている 7つの試
料（0.2、0.5、1、2、4、10、および 100 mg/kg）を測定することによって検量線を作成した。
Fig.6-4に示すように、IC50値は1.33 mg/kgであり、韓国絶縁油の汚染判定基準である2 mg/kg
は迅速に測定可能であることが示された。 
 我々は韓国公定法であらかじめ濃度が分かっている韓国の使用済み変圧器から、韓国の汚
染判定基準付近である 2 mg/kgを中心に 500試料採取し、さらにそこから 30試料を無作為
に選び、最も精度が高い HRGC/HRMSで測定した。その 30試料を PCBバイオセンサーで
も測定し、上述の検量線を使って濃度換算した。その結果を Fig. 6-5に示す。今回新たに開
発した手法で測定した結果（Fig. 6-5B）は、従来のカネクロールで使われていた手法で測定
した結果（Fig. 6-5A）と比べて良好であり、今回の改良が効果的であったことを確認した。
今回新たに開発した手法と HRGC/HRMSの相関関係は、傾きは 0.93、切片は-0.13、決定係
数(R2)は 0.84と良好であった。しかしながら、韓国絶縁油の中には本法では除去しきれない
合成油成分を含む試料が存在する可能性が否定できないため、更なる検証が必要であると考
えた。 
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Fig. 6-4 Standard curve with four kinds of Aroclor mixture. Relative response was calculated as the 
percentage of a zero Aroclor standard. Each plotted point represents the average of triplicate 
determinations performed as individual experiments and error bars indicate ±1S.D. Dashed line 
indicated IC50 value (1.33 mg/kg). The smooth curve was calculated with a standard four parameter 
equation. 
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Fig.6-5 Comparison of HRGC/HRMS to the PCB Biosensor measuring PCB concentration of used 
Korean transformer oils. Panel A shows the result of 30 samples using one column pretreatment 
(without AgNO3). Panel B shows the result of the same of 30samples by using developed double 
column pretreatment (with AgNO3). 
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6-4-4 スクリーニング 
 本法の最終目的でもあるスクリーニングによる効果を検証するために、上述の 500試料を
PCB バイオセンサーで測定し、その結果を韓国公定法で確認した（Fig. 6-6A）。評価には、
様々なカットオフ値（PCB バイオセンサーで測定した結果に基づいて、それを超えた場合
は PCB汚染の可能性があると判定する値）毎にそれぞれ試料を陽性または陰性の 2つにグ
ループ分けし、その結果の正誤を韓国公定法によって判断した。イムノアッセイで陽性と判
断した試料が韓国公定法で 2 ppm未満の場合、その結果は偽陽性（False positive: FP）とし
た。一方、イムノアッセイで陰性と判断された試料が PCB汚染だった（韓国公定法で 2 ppm
以上）場合、その結果は偽陰性（False negative: FN）とした。そこから、FP率（FPの数／
韓国公定法で 2 ppm未満の数）と FN率（FNの数／韓国公定法で 2 ppm以上の数）を計算
し、FP率と FN率をカットオフ値の関数としてプロットした（Fig. 6-6B）。 
 スクリーニング結果としては問題無いことを確認したが、Fig. 6-6A に示すように、韓国
公定法に対して PCBバイオセンサーが偏っている（傾き 1.26、切片 0.24、決定係数 0.60）
ことも認めた。この偏りは、カットオフ値とMRLを同一としたにも関わらず、FN率が 2.5％
と低い理由の 1つでもある。もしこの偏りがなくなれば（傾きが 1）、カットオフ値を 2 ppm
にしたままでは FN 率は増加してしまう可能性が高い。一般的なスクリーニングにおいて、
FN 率は 0 に近づける必要があるが、それは逆に FP 率を上げてしまう副作用がある。もし
FN率 2.5％を許容できるのであれば、韓国変圧器の PCB汚染判定において、韓国公定法を
使うよりも大幅に時間と費用を削減することが可能であろう。 
 今回評価に利用した韓国の 500試料は、韓国の汚染判定基準でもある 2 ppm付近の試料
を中心に選ばれたこと、すなわち韓国の汚染変圧器の実際の濃度分布を反映していないこと
に着目して考察を続ける。これは本法をより厳しく評価するために設定された物であるが、
スクリーニングの能力は PCB 濃度の分布によって大きく影響を受けることが知られている
[71]。また、別の報告（64,077試料を測定した結果）では、韓国の実際の汚染分布は 2 ppm
付近は少なく、もっと偏っているとされている[72]。今回の 500試料とその報告の比較結果
を Fig. 6-7に示す。このように、もし韓国の PCB汚染変圧器の濃度分布がMRL付近で集中
するようなものではなく、かなり偏った分布であるのであれば、スクリーニング結果はより
良くなり、FP率も FN率も限りなく 0に近づくことも期待できる。 
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Fig.6-6 Screening results of 500 transformer oils sampled in Korea. Panel A shows the PCB 
biosensor data plotted against the Korean official method (KOM) determinations. Panel B shows the 
false positive and false negative rates as a function of the cutoff level used for screening. Symbols ● 
and ▲ represent false positive and false negative. See text for discussion. 
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Fig. 6-7 Comparison of PCB distribution between 64,077 transformer oils28 and the 500 transformer 
oils. The vertical axis was calculated by a percentage of each total transformer oil samples standard. 
Solid bars made from a previous report on 64,077 transformer oils in Korea that were measured by 
Korean official method. Diagonal striped bars made from the result of 500 used transformer oils 
measurement by Korean official method. Values above each bar are percentages. See text for 
discussion. 
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第 7章 総括 
 
7-1 総合考察 
 
これまでの研究成果によって、前処理から測定までに１ヶ月を要した公定法に対して、最
短数時間で前処理から測定までが可能である簡易測定法を開発した。イムノアッセイにおい
て、従来の ELISA 法は並列処理が可能であるが、測定対象物質と競合反応をさせることが
必要となるため、原理的に感度が悪いことが知られている。一方、非競合反応系のイムノア
ッセイ法として知られている KinExAは、抗体の標識に二次抗体と蛍光物質を使っているた
め、原理的に装置が大掛かりになる。それに対して本研究で開発した測定法は、KinExAの
原理は受け継ぎつつも、抗体を金コロイドで直接標識することにより、二次抗体が不要、測
定には汎用的な吸光光度計が利用可能というメリットが見いだせ、大掛かりな機械を必要と
しないことから並列処理が可能であり、前処理から測定まで１日 80検体を処理することが
可能である。学術的には、Lanbert-Beerの法則からビーズに補足された未反応抗体量を数式
化し、これと抗原抗体反応式を組み合わせることによって、透過光量測定値から PCB 濃度
を算出できるモデルを提案した。このモデルは、0.1～1000 ppbの４種類のカネクロールに
よって正当性が確かめられ、前処理法と組み合わせることによって絶縁油中 PCB の濃度換
算に使えることが確かめられた。また、この開発手法と合わせて、日本の絶縁油中 PCBの
汚染判定（スクリーニング）を学術的に検討し、日本の絶縁油中 PCB 有無の簡易判定法と
して商品化に成功した。 
次に、商品化された PCBバイオセンサー法の諸条件を最適する手法を確立し、抗体の解
離定数に基づく理論的限界値まで測定可能な KinExA 法と開発手法が同等であることを証
明すると同時に、PCB汚染判定の精度を高めることに成功した。また、国は PCB汚染と判
定された絶縁油中 PCBの濃度を測ることを義務付けたが、機器分析における濃度換算の簡
略法を考案、実証し、日本で使われている４種類の PCB混合物を、従来の 93種から 8種に
まで解析するピーク数を減らすことに成功した。これによって、日本の絶縁油中 PCB の簡
易測定法が確立した。 
最後に、本研究で開発したイムノアッセイ法の一般性を確かめるために、海外（韓国）で
使用している絶縁油（低濃度の鉱油以外の成分を含む鉱油）に混入した日本とは異なる種類
の PCB（アロクロール）に適合させるための改造を実施し、抗体と前処理法を改造するこ
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とによって、絶縁油成分や測定対象が異なっても測定可能であることを確かめた。 
本研究によって、環境汚染物質の一例とした PCBの簡易測定が可能であることを示した
が、多くの場合スクリーニング後により精度の高い確認分析を実施するため、確認分析法に
対するスクリーニング法の利便性（費用圧縮や時間短縮）や、確認分析の頻度によっては、
スクリーニングをやる意味すら疑問になる懸念がある。また、スクリーニングの性能は母集
団の分布に強く影響されることも知られている[71]。極端な例を言えば、スクリーニングの
後に全てのサンプルを確認分析するような事態に陥ってしまうと、スクリーニング作業の分
は全て無駄になる。そこで、本研究の考察として、以下に簡易化による利便性の評価を試み
る。 
利便性の指標としては、費用削減、時間短縮が考えられるが、本考察では費用削減の効果
について評価を試みる。費用削減効果を明らかにするために、スクリーニングによって達成
されたコスト削減率を CS（cost save ratio）として数式化すると、 
 
Eq. 7-1 
CC
RCCSCCS ×+=     
 
と表現できる [74]。ただし、SC（Screening Cost）はスクリーニングのコスト、CC
（Confirmatory cost）はスクリーニング後の確認コスト、R（Ratio）はスクリーニング後に
機器分析等で確認する割合（0≦R≦1）である。Eq. 7-1より、CSは SCや Rが小さくなれ
ばなるほど小さくなり、CCが大きくなればなるほど高くなる関係が読み取れる。最終的な
意味で環境汚染物質の簡易化を達成するためには、この CS を小さく（少なくても 1 未満）
にする必要があり、これを達成するための CC に対する SC を達成させなければならない。
そこで本研究の総合考察として、日本の絶縁油中に含まれる微量 PCB を例に、本研究で得
られたスクリーニング手法の効果を試算することを試みた。 
日本の絶縁油中に含まれる微量 PCB 測定においては、スクリーニングで陽性と出たサン
プルをより精度の高い方法（簡易定量法）で再分析するだけでなく、スクリーニングで陰性
と出たサンプルも 2％の割合を簡易定量法で確認することが求められている[51]。従って、
スクリーニングの効果を試算するにあたって、その効果に影響を与えそうな要因は 
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① CR（cost ratio）：簡易定量法/スクリーニング法 
  ② OR（occurrence ratio）：真の陽性数/分析対象数 
  ③ FP（false positive rate）：偽陽性の数/真の陰性の数（＝1-OR） 
  ④ FN（false negative rate）：偽陰性の数/真の陽性数（＝OR） 
  ⑤ FT（fraction tested）：再確認する数/真の陰性の数（1-OR） 
 
の 5つである[74]。ここで、SC＝1と仮定すると、CC＝CRとなることから、Eq. 7-1は 
 
Eq. 7-2 
( ) ( ){ }[ ]
CR
FPFNORFTFPFNORCRCS +−−++−+= 11    
 
となる[74]。ここで、"OR-FN+FP"はスクリーニングで陽性と出たサンプルの割合を意味し、
"1-(OR-FN+FP)"はスクリーニングで陰性と出たサンプルの割合を意味している。また、Eq. 
7-2を 
 
Eq. 7-3 
 
( )( ) FTFTFPFNOR
CR
CS +−+−+= 11     
 
と変形すると、CSは CRと FNが大きくなると小さくなり、反対に ORと FPが大きくなる
と大きくなる関係が明らかである。しかしながら、FNが大きくなることは微量 PCBに汚染
された変圧器を取りこぼしてしまうことから非理想的であり、日本ではこれを 1％未満にす
ることが目標として定められている[51]。また、FTも日本のガイドラインの中で 2％と定義
されている[51]。さらに、ORは日本による 24,028台の調査結果において 7,817台が陽性と
されたことから[16]、33％程度になることが予想できる。したがって、これらの数値を Eq. 7-3
に代入すると、 
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Eq. 7-4 
3434.098.01 ++= FP
CR
CS     
 
となる。ただし、FNは 0から 0.01の間で定義される数値になるが、今回は CSの過大評価
を防ぐために FN＝0とした。Eq. 7-4より、CSは CRと FPの関数に単純化された。本研究
で開発されたPCBバイオセンサーは既に株式会社住化分析センターにて 1検体あたり 5,000
円以下（数量等によって大幅に割引されるため、正確な価格は不明）で受託分析を実施てい
る。一方、簡易定量法は国の公募において、「（前略）測定に要する費用（消耗品、人件費、
分析機器の減価償却・維持管理、報告書作成費含む）が、年間 2万検体受注した場合に概ね
１万円以内であるもの。」と定められていた為[73]、スクリーニング法を 5,000円、確認分析
費用を 1万円と仮定すると、CR＝2となる。これらを Eq. 7-4に代入すると、FP が約 0.16
（偽陽性が 16％）以下であればスクリーニングの効果が出る（CSが 1以下）という試算に
なる。ところで、母集団が異なるため単純に当てはめることはできないが、第 2章および第
4章における改良された PCBバイオセンサーによる FPは 7％程度であった。この値をその
まま利用すると、CSは 0.91（91％）と算出されるため、9％のスクリーニングの効果が期待
できるという試算になる。なお、さらに試算を続けると、日本の汚染変圧器は 120万台と推
計されていることから、1検体あたり 1万円の簡易定量で分析した場合の総費用は 120億円
となる。CS＝0.91が達成された場合、約 11億の費用が削減できる計算となる。 
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7-2 展望 
 環境汚染物質の簡易測定に関する研究として、今回は絶縁油中に含まれる微量 PCBを代
表例として研究に取り組んだが、本研究で得た得た知見や視点は他の環境汚染物質の簡易測
定としても応用が可能である。具体的には、第 2章で開発したイムノアッセイの携帯型測定
器については、抗体の種類を変えることによって測定対象を変えることができる。また、第
4章では第 2章で開発した簡易イムノアッセイ法が理論的限界感度に到達できることを実証
しており、抗体や測定対象が変わったとしても、その能力を最大限に引き出せる方法でるこ
とを担保している。さらに、第 6章では実際にその手法を応用することで、絶縁油の種類や
PCB の種類の変更にも対応可能であることを実証している。すなわち、本研究で簡易化し
たイムノアッセイ法は、今後の環境測定物質の簡易化に資すると考える。 
一方、第 3章、第 4章、および第 6章で提案したスクリーニングという考え方は、測定対
象が微量な物等、測定困難物（費用と時間がかかるもの）を簡易に識別するための手段であ
り、今後の環境汚染問題において確実性を担保しつつも簡易化を図るために重要な考え方の
1つである。例えば、第 1章で提議したシックハウスの問題物質については、14種類の微量
化学物質の有無（基準より高いか低いか）を判定しなければならないが、多種多様なガスに
反応するセンサ （ー例えば半導体ガスセンサー等）素子を用いて簡易に有無を判定し、陽性
と出た場合に詳細分析をすることによって、従来管理が難しいとされていたシックハウス問
題の解決の一助になると考える。従って、スクリーニングという考え方を環境測定の分野に
応用した本研究は、今後、測定が困難な環境汚染物質の簡易化を可能にするための手段の 1
つになると考える。 
最後に、第 5章で提案した選択的ピークパターン解析においては、本研究では PCB混合
物の 1つであるカネクロールに的を絞ったが、同様な PCB混合物のアロクロールにも応用
可能だと考える。また、本研究において分析装置の種類は GC/ECDであったが、GC/MS（質
量分析計）や HPLC（高速液体クロマトグラフ）等の時間分解型測定法への応用が可能であ
る。さらに、本研究で得たパターン認識における有意なピークを探し出すための指標値の設
定方法は、PCB以外にも、複数の測定対象が混在した試料の分析において、それらを識別・
定量するための解析手法の 1つになると考える。例えば、第 1章でも触れた VOCや、シッ
クハウスの原因となる 14種ガス分析等があげられる。すなわち、本研究で得た選択的ピー
クパターン解析の考え方は、今後、多種多様な環境汚染物質が混在する測定対象の分析にお
いて、その解析簡易化を可能にする技術である。 
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7-3 結論 
 環境汚染物質の簡易測定に関する研究として、絶縁油中に含まれる微量 PCB を代表例
として研究に取り組んだ。初めに、簡易にイムノアッセイを行える携帯型測定器を開発し、
これを用いて絶縁油中の PCBを簡易に測定可能であることを確認した（第 2章）。次に、よ
り簡易かつ確実に微量 PCB の汚染を判定するために、医療の分野等で使用されているスク
リーニングという考え方を環境分野へ応用し、環境汚染物質の有無を簡易かつ確実に判定す
る方法を提案した（第 3章）。さらに、イムノアッセイの性能がアッセイの諸条件によって
変化する関係を明らかにし、最適な条件で行えれば、第 2章で開発した簡易な測定法であっ
ても理論的な検出限界まで測定可能であることを確かめた（第 4章）。一方、スクリーニン
グの後には、その判定結果を確かめるために、機器分析等による精度の高い手法が必要であ
る。本研究では、その機器分析の濃度換算方法に新たな考え方を提案し、これによって測定
精度を損なうことなく機器分析を簡易化できることを見出した（第 5章）。また、上述の成
果は主に日本の絶縁油に含まれる PCB（カネクロール）向けに研究を進めてきたが、異国
（韓国）の絶縁油に含まれる異種の PCB（アロクロール）への応用性も確認し、本手法の
PCBに対する一般性を確かめた（第 6章）。 
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